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Einführung
Die Gefriertrocknung ist ein Verfahren zur Konservierung wasserhaltigen, organischen Materi-
als, wobei das zu trocknende Gut tiefgefroren und das Wasser mittels Sublimation entfernt wird.
Dies hat gegenüber anderen Konservierungsmethoden erhebliche Vorteile. Durch die Trocknung
aus einem Feststoff heraus bleibt die Struktur erhalten und Schrumpfungen, wie sie im Rah-
men anderer Trocknungsverfahren stattfinden, werden vermieden. Aufgrund der verwendeten
tiefen Temperaturen eignet sich die Gefriertrocknung besonders für wärmeempfindliche Sub-
stanzen. Verglichen mit der Kryokonservierung bietet sie zusätzlich die Möglichkeit einer La-
gerung bei Raumtemperatur. Diese Vorteile werden durch die aufwändige Prozessführung und
die damit einhergehenden hohen Kosten sowie die Empfindlichkeit des getrockneten Produktes
gegen Feuchtigkeit und das Risiko einer Oxidation durch Luftsauerstoff relativiert. Aus diesen
Gründen wird die Gefriertrocknung bevorzugt zur Konservierung besonders empfindlicher oder
kostbarer Güter eingesetzt, bei welchen hohe Anforderungen an das Produkt gestellt werden.
Mit Kaffee, Instantmahlzeiten und -getränken sowie pharmazeutischen Produkten seien hier nur
einige Beispiele ihrer Anwendung genannt.
Eine weitere wichtige Anwendung könnte sich mit der Gefriertrocknung von Erythrozytenkon-
serven ergeben, wenn es gelänge, die Erythrozyten ohne Vitalitätsverlust gefrierzutrocknen. Die-
se Konserven könnten bei Raumtemperatur unter Luftabschluss fast beliebig lange gelagert wer-
den, so dass die Bereithaltung ausreichender Konservenmengen gewährleistet wäre.
Erythrozyten sind jedoch nicht nur aus diesem Grund Gegenstand experimenteller Gefriertrock-
nung. Gerne werden sie als Modellzellen herangezogen, weil sie leicht verfügbar sind und als
reife Zellen zwar keine Organellen, jedoch eine physiologische Membranstruktur aufweisen. So
sollen Schädigungsmechanismen, die in erster Linie die Membran betreffen, erkannt und Strate-
gien zu ihrer Vermeidung gefunden werden.
Auch am Helmholtz-Institut an der RWTH Aachen wird ein Projekt zur Gefriertrocknung von
Erythrozyten bearbeitet. Dabei wurde, angeregt durch die reichhaltige Erfahrung auf dem Ge-
biet der Kryokonservierung von Erythrozyten, eine Gefriertrocknungsanlage entwickelt, die eine
Gefriertrocknung bei sehr niedrigen Prozesstemperaturen erlaubt. Dadurch gelang es, die Zell-
wiederfindungsrate von zunächst wenigen Prozent [SPIELES et al. 1995b] auf etwa 50 %, nach
Durchführung eines Waschschrittes sogar auf 98 % zu steigern [RINDLER 2000].
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Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Charakterisierung der physiologischen Eigenschaften der
aus diesem Verfahren hervorgehenden gefriergetrockneten Erythrozyten. Zusätzlich soll sie An-
regungen zur weiteren Verbesserung des Verfahrens liefern und für zukünftige Untersuchungen
eine Methodik bereitstellen. Zur Beurteilung der gefriergetrockneten Erythrozyten werden die
Zellmorphologie, die Eigenschaften der Membran und des Hämoglobins, sowie die Stoffwech-
selaktivität herangezogen. Veränderungen der Gestalt der Erythrozyten werden lichtmikrosko-
pisch dargestellt. Die Eigenschaften der Membran werden durch eine Untersuchung des osmoti-
schen Verhaltens überprüft und eine Abschätzung der Größe eventuell entstandener Leckagen in
der Membran durch den Nachweis von Substanzen des Intrazellulärraumes im Extrazellulärraum
vorgenommen. Von großem Interesse ist die Reduktion des im Zuge der Gefriertrocknung entste-
henden Methämoglobins zu Oxyhämoglobin. Hier wird die Wirksamkeit der klinisch erprobten
Reduktionsmittel Ascorbinsäure und Methylenblau untersucht. Orientierende Ergebnisse über
die Stoffwechselaktivität der gefriergetrockneten Erythrozyten werden mit dem Nachweis einer
Umwandlung von Glukose zu Laktat gewonnen.
Die sich im Verlauf der Arbeit darstellenden gravierenden Veränderungen der Erythrozyten er-
schweren den Einsatz standardisierter Untersuchungsmethoden und machen oftmals eine Modi-
fikation der Verfahren oder ein Ausweichen auf alternative Untersuchungsmethoden notwendig.
Die Arbeit ist so aufgebaut, dass zunächst die für das Verständnis der Versuche und ihrer In-
terpretation notwendigen Grundlagen erläutert werden, wobei sich das zweite Kapitel der Ge-
friertrocknung widmet, während das dritte Kapitel eine Darstellung der Erythrozytenphysiologie
beinhaltet. Im vierten Kapitel werden die verwendeten Materialien und Versuchsabläufe erläu-
tert, deren Ergebnisse in Kapitel fünf vorgestellt werden. Eine Diskussion und Interpretation
erfolgt schließlich in Kapitel sechs.
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Grundlagen der Gefriertrocknung
Die Gefriertrocknung ist ein komplexes Verfahren. Während für die Gefriertrocknung einfacher
Stoffgemische und Lösungen detaillierte Modelle existieren, können diese jedoch im Falle zel-
lulärer Systeme nicht oder nur bedingt angewendet werden. Ursache hierfür ist vor allem der
komplizierte Aufbau einer Zelle. Ihre Membran ist kein reines Phospholipidbilayer, sondern
von zahlreichen Proteinen durchsetzt und auch das Zellinnere birgt viele heterogene Stoffe, die
durch ihre unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften eine unbeschadete Gefriertrocknung
erschweren. Zusätzlich können geringste Schäden dieses Systems eine vollständige Einbuße sei-
ner Funktion zur Folge haben.
In diesem Kapitel sollen zunächst die physikalisch-chemischen Vorgänge der Gefriertrocknung
wässriger Lösungen erläutert und anschließend einige Probleme der Gefriertrocknung zellulärer
Systeme angesprochen werden. Im Anschluss daran findet sich eine kurze Beschreibung der
verwendeten Gefriertrocknungsanlage.
2.1 Verfahrensschritte
Der Prozess des Gefriertrocknens lässt sich in verschiedene Phasen unterteilen. Am Anfang steht
das Einfrieren, es folgt die Trocknung im Vakuum – unterteilt in Primär- und Sekundärtrocknung
– und schließlich die Rehydrierung, also das Wiederzuführen von Wasser.
Abbildung 2.1 zeigt schematisch den Ablauf eines Gefriertrocknungsprozesses. Ausgehend von
einem Zustand bei Raumtemperatur und einer relativ geringen Feststoffkonzentration c0 (Ab-
bildung 2.1;(1)) wird die Probe abgekühlt. Bei Unterschreitung der Gleichgewichtsgefriertem-
peratur Tg kommt es zur Bildung erster Eiskristalle (Abbildung 2.1;(2)). Dies führt zu einer
fortschreitenden Entmischung der Lösung, da die gelösten Stoffe nicht in die Eiskristalle in-
tegriert werden. Bei weiterer Abkühlung steigt die Konzentration dieser Stoffe zunehmend an,
bis letztlich bei Unterschreiten der Glasübergangstemperatur (Tg) (Abbildung 2.1;(3)) neben der
Kristallphase auch ein Glas entsteht (Abbildung 2.1;(5) und (4)). In diesem Glas ist der Wertstoff
eingeschlossen.
Physikalisch wird unter einem Glas ein Stoff mit amorpher Struktur verstanden, der zwar die
physikalischen Eigenschaften einer hochviskosen Flüssigkeit, aber die Stabilität eines Festkör-
pers aufweist.
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Abbildung 2.1: Temperatur-Konzentrationsdiagramm einer wässrigen Lösung
(qualitativ): Dargestellt sind die verschiedenen Zustandspunkte, sowie die Zu-
standsänderungen während der einzelnen Verfahrensschritte [RINDLER 2000]
Im Rahmen der Primärtrocknung wird zunächst das Eis durch Sublimation entfernt (Abbil-
dung 2.1;(4)), die Elimination von in der Glasphase eingeschlossenem ungefrorenem Wasser
erfolgt während der Desorptionstrocknung (Abbildung 2.1;(6)). Durch die im Verlauf des Trock-
nens zunehmende Feststoffkonzentration erhöht sich die Glasübergangstemperatur, wodurch ein
bei Raumtemperatur stabiles Glas entsteht. In annähernd wasserfreiem Zustand ist somit das
Trockengut bei Raumtemperatur lagerungsfähig. Erst unmittelbar vor der Verwendung wird das
entzogene Wasser im Rahmen der Rehydrierung wieder zugeführt. Zum besseren Verständnis
der Schädigungsmechanismen werden nun die einzelnen Verfahrensschritte genauer betrachtet.
2.1.1 Erstarrung
Wässrige Lösungen unterscheiden sich in ihrem Erstarrungsverhalten von reinem Wasser. Ein
wichtiger Aspekt hierbei ist die bereits erwähnte Gefrierkonzentrierung. Infolge der Bindung
immer größerer Mengen Wassers in Eiskristallen kommt es zu einer stetigen Zunahme der Kon-
zentration des gelösten Stoffes im Restwasser. Einhergehend mit der Gefrierkonzentrierung er-
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geben sich in gepufferten Systemen durch die Ausfällung einzelner schlechter löslicher Kompo-
nenten Veränderungen des pH-Wertes [OETJEN 1997]. Eventuell wird dies durch Veränderung
des pKa-Wertes einzelner Pufferkomponenten beim Abkühlen verstärkt [PIKAL 1991].
Neben der Veränderung des pH-Wertes wirkt sich auch die zunehmende Stoffkonzentration sel-
ber auf das Gefriertrockengut aus. Dies betrifft nicht nur osmotisch empfindliche Gebilde wie
Zellen, auch der Ablauf chemischer Reaktionen wird durch die Gefrierkonzentrierung beschleu-
nigt. Da meist die Zunahme der Eduktkonzentration rascher vonstatten geht als die Abnahme der
Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten bei Temperatursenkung, wirkt sich die Gefrierkonzentrie-
rung im Allgemeinen stabilitätsmindernd auf das Gefriertrockengut aus [GÖLKER 1989].
Einen großen Einfluss auf die Beschaffenheit des erstarrten Gutes hat auch die Kühlrate. Ho-
he Kühlraten gehen mit der Bildung kleiner Kristalle einher, fördern die Bildung von Glas
und minimieren den schädigenden Effekt der Gefrierkonzentrierung. Allerdings dauert die an-
schließende Trocknung aufgrund der resultierenden feinen Struktur länger [RUPPRECHT 1992,
GATLIN und NAIL 1994]. Bei sehr langsamer Abkühlung befindet sich die Probe fast stets in
einem Gleichgewichtszustand. Es bilden sich gleichmäßige und große Kristalle [OETJEN 1997].
Um eine möglichst homogene Probenstruktur zu erreichen, sollte die Kühlrate während des ge-
samten Erstarrungsvorganges im Gefriertrockengut konstant sein.
Sehr rasche Abkühlung wässriger Lösungen führt, vor allen Dingen wenn sie Kohlenhydrate oder
Polymere enthalten, zu einem Ausbleiben oder einer unvollständig ablaufenden Kristallisation.
Vielmehr erstarren die gesamte Probe oder die aufkonzentrierten Reste der Flüssigkeit zu Glas.
Die Ausbildung eines Glases bietet erhebliche Vorteile, denn die hohe Viskosität erlaubt keine
translatorische Bewegung der Moleküle und damit bei zellulären Strukturen auch keine osmo-
tisch bedingten Elektrolytveränderungen. Außerdem bleiben Struktur und Volumen der in das
Glas eingebetteten Substanzen erhalten. Sie ändern sich auch bei einer weiteren Absenkung der
Temperatur unterhalb der Glasübergangstemperatur nicht. In dieser Glasphase, die einen für die
Konservierung vorteilhaften Zustand darstellt, gilt es, die Probe während des gesamten Prozes-
ses und bis zur Rehydrierung zu halten. Die Bedingungen dafür sind dem Zustandsdiagramm
wässriger Lösungen zu entnehmen (Abbildung 2.1). Dieses zeigt, dass bei zunehmender Fest-
stoffkonzentration die Glasübergangstemperatur ansteigt, dass also bei ausreichender Trocknung
eine Lagerung im glasartigen Zustand bei Raumtemperatur möglich ist.
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2.1.2 Vakuumtrocknung
Der Vorgang der Trocknung lässt sich in die durch Sublimation geprägte Primärtrocknung und
die Sekundärtrocknung zur Entfernung des in der Glasphase enthaltenen ungefrorenen Wassers
unterteilen.
Primärtrocknung
Treibende Kraft des Trockenvorganges ist die Differenz des Wasserdampfpartialdruckes zwi-
schen Probe und Kondensator. Um sie zu erhöhen bedient man sich eines Kondensators, der eine
deutlich tiefere Temperatur und damit einen geringeren Wasserdampfpartialdruck (dieser fällt
mit der Temperatur) aufweist als die Probe. Der durch Sublimation aus dem Gefriertrockengut
freigesetzte Wasserdampf schlägt sich am Kondensator nieder und gefriert wieder. Das Vaku-
um in der Kammer erleichtert durch die geringe Moleküldichte die Diffusion des Wassers zum
Kondensator.
Je kleiner die Eiskristalle, um so geringer ist auch die Größe der durch die Sublimation entste-
henden Poren im Gefriertrockengut. Da im Verlauf der Trocknung die Sublimationsfront von
den Rändern der Probe in ihr Inneres wandert, muss der entstehende Wasserdampf durch bereits
gebildete Poren nach außen gelangen. Hoher Strömungswiderstand und Kapillarkondensation
verzögern bei geringem Porendurchmesser die Entfernung des Wassers und verlängern den ener-
gieaufwändigen Trocknungsprozess [RUPPRECHT 1992].
Sekundärtrocknung
Nach der Primärtrocknung ist das gesamte Eis aus der Probe entfernt. Es verbleiben, abhängig
von dem zu trocknenden Stoff und den verwendeten Kühlraten, 5 bis 30 %, bei Makromolekülen
auch mehr, des ursprünglich vorhandenen Wassers [RUPPRECHT 1992, OETJEN 1997].
Dieses Restwasser ist in Form von Hydrat- oder Konstitutionswasser in der Glasphase adsor-
biert. Es steht über Wasserstoffbrücken und Ionen-Dipol-Wechselwirkungen mit hydrophilen
funktionellen Gruppen des Gutes in Kontakt und lässt sich nur bei sehr niedrigem Wasserdampf-
partialdruck mobilisieren. Die mit zunehmender Trockenheit des Gefriertrockengutes steigende
Glasübergangstemperatur erlaubt nun jedoch eine vorsichtige Temperaturerhöhung im Gefrier-
trockengut. Dies beschleunigt infolge der größer werdenden Differenz der Wasserdampfpartial-
2.2 Gefriertrocknung zellulärer Systeme 7
drücke über dem immer noch tiefkalten Kondensator und dem nun wärmer werdenden Trocken-
gut den Trocknungsprozess.
Übertrocknung insbesondere komplexen, hochmolekularen oder gar zellulären Materials kann zu
einer irreversiblen Zerstörung der Struktur führen und sollte daher vermieden werden. Man strebt
bei der Trocknung solchen Materials einen Restfeuchtegehalt von wenigen Prozent an, während
er bei der Trocknung einfacher Stoffe gar auf 0,1 % reduziert werden kann [RUPPRECHT 1992].
2.1.3 Rehydrierung
Der letzte Schritt unmittelbar vor Verwendung des gefriergetrockneten Materials ist die Wie-
derzuführung des entfernten Wassers. Dies kann, je nach Produkt, durch Aufnahme in reinem
Wasser oder, wie im Fall von gefriergetrockneten Zellen, in Lösungen geschehen, die in ihrer
Osmolarität an die osmotischen Erfordernisse angepasst sind.
2.2 Gefriertrocknung zellulärer Systeme
Die Gefriertrocknung zellulärer Systeme ist bisher noch nicht in zufriedenstellendem Maße ge-
lungen. Zwar gibt es einige Mikroorganismen und einzelne Zellarten, bei welchen die Gefrier-
trocknung auch in kommerziellem Maßstab möglich ist oder sich vielversprechende Ansätze
abzeichnen, im Allgemeinen wirft sie jedoch auf Grund der Heterogenität und Komplexität des
Systems, bei welchem geringste Veränderungen zur Zerstörung des Produktes führen können,
noch große Probleme auf. Mit Gefrierschutzmitteln (Kryoprotektiva, Stabilisatoren) kann ver-
sucht werden, die Schäden zu mindern. Einige Schädigungsmechanismen und die Wirkungswei-
se von Gefrierschutzadditiven seien im Folgenden kurz angesprochen.
2.2.1 Schädigungsmechanismen
Während des Einfrierens übt die Gefrierkonzentrierung, insbesondere bei langsamer Abkühlung,
einen schädigenden Einfluss auf die Zellen aus, da zunächst das extrazelluläre Wasser gefriert
und sich aufgrund der Entmischung ein osmotischer Gradient ausbildet, in dessen Folge es zur
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Dehydrierung oder starker osmotischer Schädigung der Zelle kommt. Werden andererseits ho-
he Kühlraten gewählt, um den Zeitraum zu minimieren, in welchem die Zellen einer hochkon-
zentrierten Lösung ausgesetzt sind, kommt es verstärkt zur Bildung intrazellulärer Eiskristalle.
Diese können die Membran und das Zellinnere nachhaltig schädigen. Abhängig von der Zellart
lassen sich also spezifische Kühlratenoptima empirisch ermitteln, bei welchen sich diese ge-
genläufigen Schädigungsmechanismen so überlagern, dass eine minimale Schädigung der Zellen
resultiert. Diese Beobachtung wurde von [MAZUR et al. 1972] beschrieben und als Zwei-Faktor-
Hypothese bekannt.
Erwähnenswert ist auch das Phänomen der Devitrifikation. Sehr hohe Kühlraten bergen die Ge-
fahr, dass es im Zuge des Abkühlvorganges zu einem thermodynamischen Ungleichgewicht zu-
gunsten der Glas- gegenüber der Kristallphase kommt. Dies hat eine Fortsetzung des unterbro-
chenen Kristallisationsprozesses bei der Wiedererwärmung zur Folge mit allen Konsequenzen
intra- und extrazellulärer Eisbildung [HOBBS 1974]. Auch die Rekristallisation, unter der das
Bestreben des Zusammenwachsens kleinerer Kristalle zu größeren verstanden wird, um einen
thermodynamisch günstigeren Zustand zu erreichen, trägt zur Schädigung der Zelle bei.
Die Trocknung birgt ebenfalls ein erhebliches Schädigungspotential, welches durch den fast voll-
ständigen Wasserentzug entsteht, da während der Gefriertrocknung Wasser entfernt wird, wel-
ches im Rahmen der Strukturerhaltung von Proteinen und Membranen eine wichtige Funktion
hat. Die Folge ist beispielsweise ein Zusammenrücken der polaren Kopfgruppen der Phospho-
lipide in der Membran [CROWE et al. 1989, QUINN 1985]. Es resultiert ein Anstieg ihrer Pha-
senübergangstemperatur, bei welcher ein Wechsel von der flüssig-kristallinen in die Gelphase
stattfindet [CROWE et al. 1997]. Da unterschiedliche Phospholipide auch unterschiedliche Pha-
senübergangstemperaturen haben, vollzieht sich der Phasenübergang der Membran nicht einheit-
lich. Daraus kann eine Aufspaltung und Leckbildung resultieren [CROWE und CROWE 1986].
Auch die durch hydrophobe Wechselwirkungen stabilisierte Ausrichtung der Membranphos-
pholipide als Bilayer gerät in Unordnung. Es kann zu einer Umlagerung der Phospholipide
kommen, so dass die polaren Kopfgruppen das Innere langer Zylinder formen (HII Form).
Mit einer Aufhebung der natürlichen Struktur geht auch die Funktion der Membran verloren
[BRYANT und WOLFE 1992].
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Die Proteine bleiben von einem fast vollständigen Entzug des Wassers ebenfalls nicht unbeein-
trächtigt, denn mit Entfernung der Hydrathülle gehen zur Stabilisation der Konformation notwen-
dige Wasserstoffbrücken verloren [JAMESON et al. 1979]. Dies führt auch zu Veränderungen des
Hämoglobinmoleküls. Schon der deutlich sichtbare Farbwechsel von rot nach braun während der
Gefriertrocknung lässt die Bildung von Methämoglobin offensichtlich werden.
2.2.2 Gefrierschutzadditive
Als Gefrierschutzadditive werden Substanzen bezeichnet, deren Zusatz die Schädigung des Wert-
stoffes während des Durchlaufens eines Gefrierprozesses verringert. Es wird zwischen hochmo-
lekularen, nicht membrangängigen Gefrierschutzmitteln wie beispielsweise HES oder Dextran,
und niedermolekularen, membrangängigen wie beispielsweise DMSO und Glyzerin unterschie-
den. Beide Gruppen sind auch hinsichtlich ihrer Wirkmechanismen voneinander zu trennen.
Während die niedermolekularen Stoffe den Gefrierpunkt zu senken und die Glasübergangstem-
peratur zu heben vermögen und damit den Zeitraum, in dem es zu Eiskristallbildung kom-
men kann, verkürzen, fehlt den hochmolekularen Stoffen der Einfluss auf den Gefrierpunkt
[KÖRBER et al. 1985]. Der exakte Wirkmechanismus der polymeren Gefrierschutzadditive ist
unklar. Es ließ sich zeigen, dass diese Stoffe den Anteil des nicht gefrierenden Wassers heben
und den für das Erreichen einer Glasbildung nötigen Salzgehalt senken. Dies vermindert die
osmotische Belastung der Zellen [KÖRBER et al. 1985].
Einigen niedermolekularen Substanzen, insbesondere aber Mono- und Disacchariden, wird die
Eigenschaft zugeschrieben, mit den hydrophilen Gruppen der Membranphospholipide und den
Proteinen Wasserstoffbrücken auszubilden und diese dadurch zu stabilisieren. Sie entfalten ihre
Schutzwirkung deshalb während der Trocknung. Aus diesem Grund sind sie als Stabilisatoren
von den klassischen Gefrierschutzadditiven zu unterscheiden. Außerdem sollen sie dichte Hül-
len um die Zellen bilden und damit einerseits die Zahl der Kristallisationszentren senken – hier
wirken sie dann als klassisches Gefrierschutzadditiv – und andererseits die Membran vor Dehy-
dratation bewahren [KÖRBER et al. 1985, OETJEN 1997].
10 Kapitel 2 Grundlagen der Gefriertrocknung
2.3 Gefriertrocknungsanlage
Wie eingangs erwähnt, wird bei dieser Arbeit nicht eine kommerzielle Gefriertrocknungsanlage
verwendet, sondern ein im Helmholtz-Institut eigenentwickeltes System. Es soll hier auf die Un-
terschiede zu herkömmlichen Geräten etwas ausführlicher eingegangen werden, genauere Details
finden sich in [RINDLER 2000].
Wie aus den Abbildungen 2.2 und 2.3 zu ersehen ist, handelt es sich bei dem verwendeten Modell
um ein Einkammersystem, Kondensator und Stellfläche befinden sich in derselben Vakuumkam-
mer (Abbildungen 2.2;(3) und 2.3 (Detail)). Als Stellfläche dient eine runde Messingplatte, die
mit Ethanol durchströmt wird, dessen Temperatur mittels eines Kryostaten (Abbildung 2.2;(5))
variiert werden kann. Unterhalb, jedoch ohne Kontakt, befindet sich der aus einem spiralig ge-
wundenen Kupferrohr bestehende Kondensator, der mittels Flüssigstickstoff gekühlt wird. Zur
Gewährleistung eines gefahrlosen Dauerbetriebes ist die Anlage mit diversen Sicherheitsein-
richtungen ausgestattet. Die Anlage ist bequem über eine Windows-basierte Benutzeroberfläche
(Abbildung 2.2;(2)) zu steuern [RINDLER 2000].
Untersuchungen im Rahmen der Kryokonservierung von Erythrozyten hatten die Hypothese na-
he gelegt, dass niedrigere Trocknungstemperaturen mit einer verbesserten Zellwiederfindungs-
rate einhergehen könnten [SPIELES et al. 1995a]. Dies bestätigte sich in ersten Studien jedoch
nicht [SPIELES et al. 1996]. Trotzdem wurde die Gefriertrocknungsanlage so konzipiert, dass ei-
ne Trocknung deutlich unterhalb der Temperaturen möglich ist, die kommerzielle Anlagen zu
erreichen vermögen.
Durch die Verwendung von Ethanol als Kühlmittel für die Stellfläche lässt sich deren Tempe-
ratur auf etwa −90◦ C senken. Gleichzeitig wird der Kondensator von Flüssigstickstoff durch-
strömt und dort eine Temperatur von etwa −190◦ C erreicht [RINDLER 2000]. Für alle im Rah-
men dieser Arbeit gemachten Untersuchungen wurde die Anlage in dieser „Tieftemperatur“-
Konfiguration betrieben.
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Abbildung 2.2: Gefriertrocknungsanlage: (1) Vakuumpumpe; (2) Benutzeroberflä-
che; (3) Anlagenkörper; (4) Vorratsbehälter für Flüssigstickstoff; (5) Kryostat zur
Kühlung der Probenstellfläche; (6) Sicherheitssysteme [RINDLER 2000]
Abbildung 2.3: Anlagenkörper der Gefriertrocknungsanlage: Detailansicht mit
Kondensator und Stellfläche [RINDLER 2000]
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Grundlagen der Erythrozytenphysiologie
3.1 Erythrozyten
Erythrozyten bilden den größten Teil der rund 44 Volumenprozent zellulärer Bestandteile des
Blutes, wobei dieser als Hämatokrit bezeichnete Wert in Abhängigkeit vom Geschlecht differiert
[SCHMIDT und THEWS 1997].
3.1.1 Morphologie
Der normale Erythrozyt stellt sich als eine organellenlose, bikonkave Scheibe mit einer maxima-
len Dicke von ca. 2µm und einem Durchmesser von im Mittel ca. 7,5µm dar. Eine Veränderung
dieser Form, die nicht durch räumliche Gegebenheiten bedingt ist, ist ein sensitiver Hinweis auf
eine reversible oder irreversible Schädigung des Erythrozyten. Eine hypertone Umgebung ruft
Veränderungen der Erythozytenform hervor, die durch zahlreiche Ausstülpungen der Membran
gekennzeichnet ist. In hypotonen Medien, aber auch bei Membrandefekten, resultieren kugel-
förmige Erythrozyten, die aufgrund ihrer schlechteren Oberflächen-Volumen-Beziehung rigider
und weniger gut verformbar sind als normale Erythrozyten. Rote Blutkörperchen dieser Art wer-
den als Sphärozyten bezeichnet. Andere morphologische Varianten, Targetzellen, Sichelzellen
oder Stomatozyten sind Ausdruck verschiedener erblicher Erkrankungen und im Rahmen dieser
Arbeit nicht von Bedeutung.
3.1.2 Eigenschaften
Der Erythrozyt weist eine außerordentliche Verformbarkeit auf, die ihm die Passage feinster Blut-
gefäße mit Durchmessern, die zum Teil weit unter seinem eigenen liegen, ermöglicht. Er nimmt
dann eine stromlinienförmige, nach vorne spitz zulaufende Hütchenform an, die ein Durchströ-
men des Gefäßes ohne Kontakt mit der Wand erlaubt. Bei Verzweigungen der Kapillaren sind
die Erythrozyten kurzfristig zu weiteren Formveränderungen fähig. Beachtenswert ist jedoch
die sehr geringe biaxiale Elastizität der Membran, die den Erythrozyt empfindlich gegenüber
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Schwellung macht, wie zum Beispiel im Zusammenhang mit osmotischem Stress. Es soll hin-
zugefügt werden, dass ein Zerreißen der Membran nicht notwendigerweise eine Hämolyse mit
vollständigem Verlust des Zellinhaltes nach sich zieht, sondern dass sich vielmehr kleinere Zel-
len oder Zellfragmente, sogenannte Fragmentozyten, bilden können, die für begrenzte Zeit zur
weiteren Zirkulation in der Blutbahn fähig sind. Dabei gelangt, wenn überhaupt, nur wenig Zell-
inhalt in den Extrazellulärraum.
3.1.3 Erythrozyten-Kennwerte
Zur genaueren Charakterisierung der Erythrozyten kann man sich der im Rahmen der Anä-
miediagnostik entwickelten Kennzahlen der Erythrozyten bedienen. Sie geben Auskunft über
das mittlere Zellvolumen (MCV), den mittleren Hämoglobingehalt (MCH) und die mittlere
Hämoglobinkonzentration (MCHC), wobei die beiden letztgenannten Werte streng voneinan-
der zu unterscheiden sind. Während der MCH die absolute (errechnete) Hämoglobinmenge im
einzelnen Erythrozyten angibt, beschreibt die MCHC die Konzentration des Hämoglobin in allen
Erythrozyten und weist auch unter pathologischen Bedingungen nur selten Abweichungen von
der Norm auf.
MCV = Hkt [l/l]
Erythrozytenzahl pro Liter
MCH = HGB [g/l] im Vollblut
Erythrozytenzahl pro Liter
MCHC = HGB [g/l] im Vollblut
Hkt [l/l]
Anhand dieser Werte und mittels mikroskopischer Beurteilung morphologischer Eigenschaften
lassen sich wichtige Erkenntnisse über die Art und gegebenenfalls über die Gründe pathologi-
scher Größenveränderungen gewinnen.
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3.2 Membran
Die Membran der Erythrozyten gewährleistet nicht nur die Integrität der Zellen, sondern schafft
auch das für den Ablauf metabolischer Prozesse benötigte intrazelluläre Milieu. Der Austausch
von Information ist eine weitere wichtige Aufgabe, die Einfluss auf den Aufbau der Membran
hat. Diese setzt sich aus drei Komponenten zusammen:
• aus einer Lipiddoppelschicht, die hauptsächlich aus Phospholipiden und unverestertem
Cholesterol besteht,
• aus integralen, auch transmembranär genannten Proteinen, welche in die Lipiddoppel-
schicht eingebettet und für den Austausch von Information und Substanzen mit dem Ex-
trazellulärraum verantwortlich sind, und
• aus einem Zytoskelett, einem Proteinnetzwerk, welches direkt der inneren Membran an-
liegt und deren Stabilisation dient.
Abbildung 3.1: Schemazeichnung der Erythrozytenmembran [Mem]
3.2 Membran 15
3.2.1 Lipiddoppelschicht
Die Lipiddoppelschicht besteht in annähernd gleichem Verhältnis aus unpolarem, hydrophobem
und meist unverestertem Cholesterol und Phospholipiden, vorwiegend Phosphoglyzeriden. In der
Regel findet man an zwei Kohlenstoffatomen des Glyzerins zwei Fettsäuren. Die Gruppe, welche
an das erste Kohlenstoffatom gebunden ist, bestimmt die Zugehörigkeit zu den unterschiedlichen
Phosphoglyzeridarten, wie zum Beispiel Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylcholin, Phos-
phatidylserin, oder Phosphatidylinositol [PALEK 1995]. Die Lipide sind in der Membran nicht
regelmäßig angeordnet, sondern weisen ein spezifisches Verteilungsmuster auf, welches sich,
da es für die Funktion des Erythrozyten essentiell ist, ständig in einem dynamischen Gleichge-
wicht befindet. Die Membran ist demnach kein in sich starres Gebilde, sondern verhält sich wie
ein flüssiges Mosaik. Ihre Bestandteile, die Lipide und Proteine, sind in der Lage, sich sowohl
horizontal in der Lipidschicht zu bewegen, als auch zumindest teilweise gemäß dem „Flip-Flop-
Mechanismus“ zwischen beiden Anteilen der Doppelschicht zu wechseln. Diese Beweglichkeit
ist Voraussetzung für die Flexibilität der Membranen. Sie wird von verschiedenen Faktoren be-
einflusst wie etwa der Temperatur, dem Gehalt an Cholesterol sowie der Länge und dem Sätti-
gungsgrad der Fettsäuren.
Trotzdem ist eine sehr konstante Anordnung der Membranlipide zu beobachten: Alle Phosphat-
idylserine und 80 % der Phosphatidylethanolamine befinden sich an der Innenseite der Mem-
bran, während Glykolipide ausschließlich an der Außenseite vorkommen [ZWAAL et al. 1975,
STECK und DAWSON 1974]. Der genaue Grund für diese Asymmetrie ist unklar, es hat sich
jedoch gezeigt, dass die Funktionsfähigkeit sowohl der Na-K-ATPase als auch die der Ca-Mg-
ATPase ganz entscheidend von dem Vorhandensein von Aminophospholipiden an der Innenseite
der Membran abhängig ist [JANDEL 1987]. Auch bei anderen Enzymen lässt sich eine Abhän-
gigkeit der Funktion von den sie umgebenden Molekülen vermuten, so dass davon ausgegangen
werden muss, dass in der Membran Proteine und Lipide Cluster formen, die durch Wasserstoff-
brücken und hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert werden.
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3.2.2 Membranproteine
Zu den Membranproteinen rechnet man einerseits die integralen, die Membran durchspannenden
Proteine wie Kanalproteine und porenbildende Proteine, andererseits die peripheren Proteine,
zum Beispiel die des Membranskeletts. Die meisten integralen Proteine dienen dem Austausch
von Stoffen und Information mit der Umgebung, einige, wie etwa die Glykophorine, haben je-
doch auch Einfluss auf die Form des Erythrozyten [JANDEL 1987].
3.2.3 Membranskelett
Das Membranskelett bildet ein dichtes, hexagonales Netz,welches der Innenseite der Membran
fest anliegt (siehe Abbildung 3.1). Seine Eckpunkte, die so genannten „Junctional Complexes“,
bilden globuläre Polymere aus Aktin und Tropomyosin, die Arme stellen Spektrinmoleküle dar.
Diese bestehen aus Dimeren langgestreckter α- und β-Ketten, die sich in der „Kopfregion“ mit
anderen Spektrindimeren zu Tetrameren zusammenlagern. An den „Schwanzregionen“ binden
zwei Spektrindimere mit Hilfe von Adducin und Protein 4.1. Diese peripheren Membranpro-
teine werden als Ankerproteine, wie Ankyrin, an der Membran befestigt [PALEK 1995]. In der
Schwanzregion ist das Spektrintetramer über das Protein 4.1 an das in der Membran verankerte
Glykoprotein C und wahrscheinlich auch an das ähnlich gebaute Glykoprotein A gebunden. Au-
ßerdem ist das Spektrin offenbar in der Lage, mit dem vornehmlich in der inneren Membranhälfte
befindlichen Phosphatidylserin zu interagieren [PALEK 1995].
Doch nicht nur dem komplexen Aufbau seiner Membran verdankt der Erythrozyt seine Ver-
formbarkeit, auch der Verlust aller Zellorganellen unterstützt diese Eigenschaft. Dies schafft au-
ßerdem Raum für das Hämoglobin, welches annähernd das gesamte Volumen des Erythrozyten
ausfüllt.
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3.3 Hämoglobin
Da nur ca. 6 % des transportierten Sauerstoffs physikalisch im Blut gelöst sind, bedarf es eines
effizienten Transportsystems für Sauerstoff im Körper. Dies ist die Aufgabe des Hämoglobins,
dem in den Erythrozyten befindlichen roten Blutfarbstoff. Folgerichtig werden beim Hämoglobin
zwei Zustände unterschieden, das sauerstofftragende Oxyhämoglobin und das nicht mit Sauer-
stoff beladene Deoxyhämoglobin.
Im Folgenden sollen kurz die Eigenschaften des Hämoglobins in seinen verschiedenen Zustän-
den (Oxy-, Deoxy- und Methämoglobin) und mit unterschiedlichen Liganden (O2 und CO) dar-
gestellt werden.
3.3.1 Aufbau und Funktion
Das Hämoglobin ist ein kugelförmiges Molekül, welches aus einem Proteinanteil, dem Globin,
und dem Häm gebildet wird und sich aus vier Untereinheiten zusammensetzt.
Das Globin besteht aus zwei Paaren von Polypeptidketten, 2 identischen α- und 2 identischen
β-Ketten. Schon geringe Veränderungen, wie etwa der Austausch einer einzigen Aminosäure,
können tiefgreifende Auswirkungen nicht nur auf die Funktion des Hämoglobins, sondern auch
auf die Morphologie des gesamten Erythrozyten haben.
Die Sekundärstruktur der Polypeptide ist geprägt durch jeweils 8 verschiedene (A bis H benann-
te) α-Helices der β-Kette und 7 α-Helices der α-Kette (hier fehlt die D-Helix). Sie vereinigen
mehr als 75 % der Aminosäuren auf sich und sind wesentlich für die Schaffung eines hydropho-
ben Milieus im Innern des Moleküls verantwortlich.
Jede dieser vier Untereinheiten ist derart beschaffen, dass ihre Tertiärstruktur eine Tasche ausbil-
det, in welche die Hämgruppe so hinein passt, dass nur noch ein geringer Teil des Moleküls aus
ihr herausragt und insbesondere das zentrale Eisenatom im Innern der Tasche verschwindet. Die
Gründe für einen solche Anordnung sind folgende:
• Stabilisierung der Bindung der Häm-Gruppe an das Globin durch Verhinderung starker
Bewegungen der beiden Moleküle gegeneinander.
• Stabilisierung der Bindung durch diverse van-der-Waals Bindungen.
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• Verhinderung des Kontaktes zwischen polaren Oxidantien und dem zweiwertigen Eisena-
tom des Hämoglobins, der zu dessen Oxidation führen würde, wodurch die Fähigkeit zum
Sauerstofftransport verloren ginge.
• Kontrollierte An- und Abdiffusion der Liganden durch Hin- und Herschwingen einiger
Atome der Seitenketten (E7 Histidin, Valin) [BUNN und FORGET 1986].
Durch die Lokalisation der polaren oder geladenen Aminosäurenseitenketten auf der äußeren
Oberfläche des Hämoglobins ist dieses wasserlöslich, eine Eigenschaft, die dem Häm alleine
nicht eigen ist.
Die Häm-Gruppe besteht aus einem aus Stickstoff-,
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Abbildung 3.2: Porphyrin (links) und
Häm (rechts) [Bot]
Kohlenstoff- und Wasserstoffatomen gebildeten Ring-
system, dem Porphyrin, und einem zentralen Eisen-
atom, welches aus der Ebene des Porphyrinringes
herausragt (Abbildung 3.2).
Das Eisenatom hat sechs Koordinationsstellen. Vier
davon werden von den Stickstoffen des Porphyrins
besetzt, eine dient dem Kontakt mit dem proximalen Histidinrest (s.u.) und die sechste steht
entweder für die Bindung des Sauerstoffs zur Verfügung (Oxyhämoglobin) oder ist mit einem
Wassermolekül besetzt (Deoxyhämoglobin).
Hochauflösende Röntgenkristallographie bringt das Häm in aus den E- und F-Helices der einzel-
nen Untereinheiten gebildeten Taschen liegend zur Darstellung. Dabei ist das Eisenatom kova-
lent an einen Stickstoff, den Imidazol-Stickstoff des so genannten „proximalen“ Histidins (F8)
gebunden.1 Das distale Histidin (E7) interagiert ebenfalls mit dem Häm. Obwohl es zu weit von
diesem entfernt ist, um noch eine richtige Bindung auszubilden, beeinflusst es doch wesentlich
die Bindungseigenschaften des Eisens.
Weitere in die Tasche hereinragende Aminosäurereste, insbesondere ein Valinrest, verhindern
den freien Zugang zu dem zentralen Eisen, so dass nur infolge Fluktuationen im Hämoglobin-
1
„proximal“ beschreibt die Lage des Histidins, welches, schaut man von außen in die Tasche, vor dem Häm
liegt, während das „distale“ Histidin dahinter liegt; F8 und E7 geben die Position der Aminosäure im Molekül an:
7. bzw. 8. Aminosäure der E- bzw. F-Helix.
3.3 Hämoglobin 19
molekül (z.B. Schwingung des distalen Histidins) eine schnelle Bindung und Abgabe des Sauer-
stoffes ermöglicht wird [BUNN und FORGET 1986].
Ganz entscheidenden Einfluss auf die Eigenschaft des Hämoglobins haben das Häm und sein
Eisen, welches die Bindungsstelle für den Sauerstoff darstellt. Aus diesem Grunde ist es sinn-
voll, die molekularen und submolekularen bzw. atomaren Eigenschaften dieser Gruppe kurz zu
erläutern. Das Eisenatom des Oxy- sowie des Deoxyhämoglobins ist zweiwertig (Fe2+). Wird es
zu dreiwertigem Eisen oxidiert, verliert es seine Eigenschaft, mit dem Sauerstoff zu interagieren.
Dieses Hämoglobin wird als Methämoglobin bezeichnet.
3.3.2 Eigenschaften des Hämoglobins
Bohreffekt
Im physiologischen pH-Bereich nimmt die Sauerstoffaffinität mit steigender Protonenkonzen-
tration ab. Die biologische Relevanz ergibt sich dadurch, dass in arbeitendem Gewebe neben
CO2 durch die Umschaltung von aerobem auf anaeroben Stoffwechsel auch Laktat anfällt und
der pH-Wert sinkt. Hier ist natürlich eine erleichterte Sauerstoffabgabe und CO2-Aufnahme der
gewünschte Effekt.
Pufferwirkung des Hämoglobins
Der allergrößte Teil des CO2 wird als Bicarbonat,
Abbildung 3.3: Hamburger Shift
welches aus der nebenstehenden Reaktion (Abbil-
dung 3.3) hervorgeht, im Blut transportiert. Nur ein
geringer Teil (10 %) bindet unter Bildung eines Car-
baminokomplexes direkt an das Hämoglobin. Damit
stellt das Hämoglobin ein wichtiges Puffersystem des
Körpers dar. Die Bildung eines Carbaminokomplexes ist eine nicht-enzymatische Reaktion, die
nur möglich ist, wenn die Aminogruppe nicht protoniert ist, was unter physiologischen Bedin-
gungen nur für die vier N-terminalen Aminogruppen des Hämoglobins zutrifft.
Röntgenkristallanalyse zeigt, dass sich α- und β-Kette im Hinblick auf ihr CO2-Bindungsverhal-
ten unterscheiden. Während die β-Kette des Deoxyhämoglobins in Abwesenheit von organischen
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Phosphaten wie 2,3-DPG eine hohe CO2-Affinität aufweist, diese bei Oxygenierung aber auch
schnell wieder verliert, reagiert die α-Kette trotz geringerer CO2-Affinität langsamer mit dem
Sauerstoff, so dass die Verweildauer des CO2 an der α-Kette größer ist.
Einfluss organischer Phosphate und Chlorid
Die Anwesenheit von organischen Phosphaten und Chlorid verringern die Sauerstoffaffinität des
Hämoglobins. Die Wirkungen organischer Phosphate, insbesondere des 2,3-DPG aber auch des
ATP auf das Hämoglobinmolekül sind vielfältig, sie beschränken sich jedoch auf Methämoglobin
und Deoxyhämoglobin, nicht auf Oxyhämoglobin.
2,3-DPG ist ein Zwischenprodukt des Glukosestoffwechsels und findet sich im Gegensatz zu
anderen Zellen des menschlichen Körpers in den Erythrozyten in außerordentlich hoher Konzen-
tration. Genauer gesagt entspricht seine molare Konzentration der des Hämoglobins. Es bindet
sowohl an α- als auch an β-Ketten des Deoxyhämoglobins. Eine Bindung an Oxyhämoglobin
ist nicht möglich, da es zwar ebenfalls in der Bindungstasche, nicht jedoch an die Hämgruppe
bindet. In seiner Anwesenheit wird die Sauerstoffaffinität des Hämoglobins um den Faktor 26
gesenkt, was entscheidend dafür ist, dass das Hämoglobin in den Gewebskapillaren Sauerstoff
abgeben kann, denn eine hohe Affinität bedeutet nicht nur eine leichte Bindung, sondern auch
eine erschwerte Abgabe des Sauerstoffs. Weiterhin erhöht 2,3-DPG die Reduktionsgeschwindig-
keit von Methämoglobin.
Sauerstoffbindungskurve
Die Bindung eines Liganden an ein Molekül mit mehreren Bindungsstellen ist kooperativ, wenn
sich die Besetzung einer Bindungsstelle auf die Affinität der anderen auswirkt [STRYER 1996].
Hämoglobin ist der Prototyp eines kooperativen Moleküls. Sein Sauerstoffbindungsverhalten in
Abhängigkeit des Sauerstoffpartialdruckes lässt sich aus der Sauerstoffbindungskurve entneh-
men. Die mathematische Grundlage dieses Graphen (siehe Abbildung 3.4) stellt die 1910 von
V.A. Hill empirisch ermittelte Hill-Gleichung dar:
YO2 =
(pO2)
n
K + (pO2)n
mit n: Hill-Koeffizient; YO2: fraktionale Sauerstoffsättigung; K: Dissoziationskonstante;
pO2: Sauerstoffpartialdruck [BUNN und FORGET 1986].
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Für Moleküle wie beispielsweise das Myoglobin, aber auch für jede einzelne Untereinheit des
Hämoglobins, welche als Monomere keine Kooperativität aufweisen, beschreibt die Hill-Glei-
chung mit einem Hill-Koeffizienten von eins
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Abbildung 3.4: Sauerstoffbindungskurve
(nach [SBK])
eine Hyperbel, für Hämoglobin resultiert eine
sigmoide Sauerstoffbindungskurve.
Die Kurvenform ist nicht unabhängig von ihrer
Umgebung. Fallende Temperatur oder steigen-
der pH-Wert führen zu einer Linksverschiebung
– Ausdruck einer Affinitätszunahme – während
es in Anwesenheit von 2,3-DPG zu einer Rechts-
verschiebung kommt.
Allosterische Modelle
Allosterie bedeutet, dass ein Molekül bei der Bindung eines Liganden seine Konformation än-
dert. Es wird zwischen einer homotropen und einer heterotropen Wechselwirkung unterschieden.
Bei homotropen Wechselwirkungen fördert, wie im Fall des Hämoglobins, die Bindung eines
Sauerstoffmoleküls die Bindung weiterer Sauerstoffmoleküle an homologen Orten im Hämoglo-
bin. Bei heterotropen Wechselwirkungen hemmt beispielsweise die Bindung von Sauerstoff die
Bindung von CO2 und 2,3-DPG an anderen Orten im Molekül.
Zur Beschreibung der Kooperativität des Hämoglobins wurden zwei Modelle entwickelt:
• Das Modell von Koshland, Nemethy und Filmer postuliert eine schrittweise Änderung
der Konformation. Die Bindung eines Sauerstoffmoleküls soll zu einer leichten Konfor-
mationsänderung der benachbarten Untereinheit führen, wodurch die Sauerstoffaffinität
dieser Bindungsstelle zunimmt. Dies wiederholt sich, bis alle Bindungsstellen besetzt sind.
[JANDEL 1987].
• Nach dem Modell von Monod, Wyman und Changeux existieren zwei Zustandsformen
des Hämoglobins, die R-Form (relaxed Form) des Oxyhämoglobins und die T-Form (ten-
se Form) des Deoxyhämoglobins [MONOD et al. 1965]. Der Wechsel von der T- in die R-
Form findet nach der Bindung von Sauerstoff plötzlich statt, wobei die Wahrscheinlichkeit
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für den Eintritt dieses Ereignisses nach der Bindung des zweiten oder dritten Sauerstoff-
moleküls am höchsten ist.
Für den Wechsel aus der T- in die R-Form sind die sukzessive Lösung der Ionenbindungen,
welche die Deoxyform stabilisieren, und Spannungen zwischen den α1- und β2-Untereinheiten
verantwortlich.
Zahlreiche Untersuchungen haben ergeben, dass es sukzessive Veränderungen in der Tertiär-
struktur der Moleküle gibt. Diese sind abhängig vom Liganden (CO, O2) aber auch von modulie-
renden Einflüssen anderer Stoffe (2,3-DPG, H+, Cl−). Daraus ergibt sich, dass für das gesamte
Molekül das Zwei-Zustands-Modell Monods zutreffend ist, in der Tertiärstruktur aber Verände-
rungen stattfinden, die einem Übergang von der T- zur R-Form der einzelnen Untereinheit und
damit einem sukzessiven Übergang entsprechen [BUNN und FORGET 1986].
3.3.3 Methämoglobin
In Gegenwart von Sauerstoff wird das Häm-Eisen oxidiert (Fe2+ → Fe3+) sobald es die schüt-
zende Globinhülle verliert. Auch das Globin vermag das Eisen nicht immer vor einer Oxidation
durch Radikale oder stärkere Oxidationsmittel zu schützen. Wird Hämoglobin zu Methämoglo-
bin oxidiert, geht dies mit einem augenfälligen Wechsel der Farbe von rot nach braun einher.
Untersucht man die 3-dimensionale Struktur des Methämoglobins, ergibt sich ein Abstand des
proximalen Histidins von 2,3 Å, welcher größer ist, als im Oxyhämoglobin (2,0 Å) und kleiner
als im Deoxyhämoglobin (2,7 Å). Damit befindet sich Methämoglobin in einem metastabilen
Zustand und lässt sich leicht von der R- in die T-Form überführen [BUNN und FORGET 1986].
Die Reaktion Fe2+ Fe3+ ist, wie viele Reaktionen des Hämoglobins, von seiner Konformation
abhängig. Kofaktoren wie 2,3-DPG oder Inositolhexaphosphat (INH), die bevorzugt an die T-
Form binden, heben das Redox-Potential, während dieses in der R-Form geringer ist.
Auch bei der Ausbildung von Redox-Gleichgewichten lässt sich eine Kooperativität feststellen,
die pH-abhängig ist. Bei niedrigem pH-Wert lässt sich kaum Kooperativität nachweisen. Sie
nimmt erst mit dem Übergang in die R-Form bei höherem pH-Wert zu.
Hämoglobin oxidiert im Laufe der Zeit spontan zu Methämoglobin, ein Vorgang, der durch hohe
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Temperatur, niedrigen pH-Wert, organische Phosphate, Metallionen und hohen Sauerstoffgehalt
des Blutes begünstigt wird. Der fördernde Einfluss der organischen Phosphate spricht dafür, dass
die T-Form anfälliger für die Autooxidation ist. Die Ursache solchen Verhaltens liegt darin, dass
sich im Zuge der Reaktion Hb(O2)4 → Hb(O2)3 + O2 hin und wieder ein Superoxidanion (O−2 )
bildet, welches das ungepaarte Elektron der Außenschale aus seiner Position reißt und in seine
eigenen Schalen integriert. In Anwesenheit von Protonen geht die Abdiffusion des Superoxid-
anions schneller vonstatten, da die Protonierung des distalen Histidins destabilisierend auf die
Bindung wirkt und sie dadurch anfälliger für einen nukleophilen Angriff (z.B. durch Cl−) mit
Bildung eines O−2 macht [BUNN und FORGET 1986].
3.4 Stoffwechsel
Da der Erythrozyt im Rahmen der Anpassung an seine wichtigste Funktion, den Transport von
Sauerstoff, jegliche Zellorganellen und Energiespeicher wie Glykogen, Kreatin oder Cytochrome
verloren hat, stellt sich seine Stoffwechselsituation im Vergleich zu anderen Zellen recht einfach
dar und ist ausschließlich auf die Aufrechterhaltung der Funktionsfähigkeit ausgerichtet.
Im Mittelpunkt steht dabei der Funktionserhalt des Hämoglobins, was im Einzelnen bedeutet,
dass Redox-Äquivalente wie Glutathion, NADH und NADPH bereitgestellt sowie ATP zur Auf-
rechterhaltung des intrazellulären Milieus regeneriert werden muss. Somit ergeben sich als zen-
trale Stoffwechselwege des Erythrozyten die „aerobe“ Glykolyse über den Embden-Meyerhof-
Weg zur Bereitstellung von ATP, NADH und 2,3-DPG, sowie der Hexosemonophosphat-Weg
zur Gewinnung von NADPH. Schließlich gibt es unterschiedliche Enzymsysteme, die eine Re-
duktion des laufend entstehenden Methämoglobins gewährleisten.
3.4.1 Embden-Meyerhof-Weg
Die Verstoffwechselung der Glukose zu Laktat im Rahmen der Glykolyse verläuft langsamer
und deutlich ineffizienter als eine Verstoffwechselung über den Zitronensäure-Zyklus mitochon-
drienhaltiger Zellen, der pro Mol Glukose 38 Mol ATP zu produzieren vermag, während die
Glykolyse nur 2 Mol liefert.
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Die Aufnahme von Glukose in den Erythrozyten geschieht mittels erleichterter Diffusion über
einen speziellen, insulinunabhängigen Carrier, welcher spezifisch für d-Isomere der Hexose ist
[JANDEL 1987]. Die intrazellulär sofort phosphorylierte Glukose wird, abhängig von der ADP-
Konzentration, entweder der Glykolyse oder dem Hexosemonophosphat-Weg zugeführt. Erstere
produziert nicht nur das unter anderem für die Glykolyse selber aber auch zur Aufrechterhal-
tung des intrazellulären Milieus benötigte ATP, sondern auch NADH. Dieses spielt als Redox-
Äquivalent eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit der Reduktion von Methämoglobin. Auch
das in Abschnitt 3.3.2 in seiner Funktion bereits beschriebene 2,3-DPG ist ein Zwischenprodukt
dieses Stoffwechselweges. Auf eine weitere Eigenschaft des 2,3-DPG sei noch hingewiesen: Da
seine Synthese zwei ATP-Moleküle erfordert, diese beiden aber bei der weiteren Verstoffwech-
selung zu Laktat auch wieder freigesetzt werden, lässt sich vermuten, dass 2,3-DPG auch zur
Speicherung von Energie herangezogen wird.
3.4.2 Hexosemonophosphat-Weg
Ungefähr 5–10 % der in die Zelle aufgenommenen Glukose werden über den Hexosemono-
phosphat-Weg verstoffwechselt, der eine Abzweigung von der Glykolyse ist. Das gemeinsame
Substrat ist Glukose-6-Phosphat, das erste Zwischenprodukt der Glykolyse. Sein Eintritt in den
Hexosemonophosphat-Weg ist abhängig von der intrazellulären ADP-Konzentration, auf deren
Veränderungen die Glukose-6-Phosphatdehydrogenase als erstes Enzym des Hexosemonophos-
phat-Wegs reagiert und so die Aktivierung der beiden Wege reguliert.
Im Rahmen dieses Stoffwechselweges entsteht NADPH, welches essentiell für die Reduktion
des oxidierten Glutathions ist, das als Reduktionsmittel im Erythrozyten eine wesentliche Rolle
spielt, indem es beispielsweise der Elimination des von Makrophagen oder einigen Medika-
menten gebildeten Wasserstoffperoxides dient und so das Hämoglobin vor einer seine Funktion
einschränkenden Oxidation schützt.
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Abbildung 3.5: Stoffwechsel des Erythrozyten: Glykolyse und
Hexosemonophosphat-Weg (grau unterlegt) [Glu]
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3.4.3 Reduktion von Methämoglobin
Folgende Enzyme sind in vivo an der Reduktion des Methämoglobins beteiligt:
• Methämoglobin-Reduktase (NADH-abhängig)
• Methämoglobin-Diaphorase (NADPH-abhängig)
• Glutathion-Reduktase
• Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
Im gesunden Erythrozyten spielt die Reduktion durch Cytochrom-b5 und seine NADH-abhängi-
ge Cytochrom-b5-Reduktase (auch Methämoglobin-Reduktase genannt) die wichtigste Rolle.
Durch verschiedene Substanzen wie Ascorbinsäure, Methylenblau, Riboflavin oder organische
Phosphate lassen sich die einzelnen Enzymsysteme beschleunigen. Auf diese Mechanismen
wird, sofern sie bekannt sind, im Folgenden kurz eingegangen.
NADH-Cytochrom-b5-Reduktase
Das Methämoglobin-Reduktions-System der Erythrozyten besteht hauptsächlich aus der NADH-
abhängigen Cytochrom-b5-Reduktase und Cytochrom-b5 als Elektronen-Carrier. Man kennt zwei
Formen der Cytochrom-b5-Reduktase: eine membrangebundene, die sich im endoplasmatischen
Retikulum und auf der äußeren Mitochondrienmembran der Hepatozyten befindet, und eine
zweite in den Erythrozyten gelöste Form.
Die NADH-Cytochrom-b5-Reduktase ist ein Flavoprotein mit FAD als prosthetischer Gruppe.
Ihr Molekulargewicht liegt bei 33.000 Da [KUMA und INOMATA 1972]. Aufgrund ihrer in vivo
sehr hohen Turnover-Rate von maximal 500 M Methämoglobin/(1 M Enzym und Minute) reicht
die geringe Konzentration von 0, 7 · 10−7 M pro Erythrozyt aus. In vitro ist es allerdings bisher
noch nicht gelungen, eine solch hohe Rate zu erreichen [KUMA und INOMATA 1972].
Das Enzym greift nicht direkt am Hämoglobinmolekül an, sondern benötigt einen Elektronen-
Carrier. Als solcher fungiert das Cytochrom-b5, so dass sich der Elektronenfluss in diesem Sy-
stem wie folgt darstellt:
NADH → Methämoglobin-Reduktase → Cytochrom-b5 → Methämoglobin
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Der Vorteil einer indirekten Methämoglobinreduktion über einen Carrier ist, dass nicht, wie
bei einer direkten Reduktion, mit einem hemmenden Einfluss des Produktes zu rechnen ist,
sondern die Kinetik nur von den unterschiedlichen Redox-Potentialen der reagierenden Stof-
fe abhängt. Genauere Untersuchungen der Kinetik ergaben, dass der geschwindigkeitsbestim-
mende Schritt der Reaktion die Bereitstellung von reduziertem Cytochrom-b5 ist [KUMA 1981,
ABE und SUGITA 1979].
Diese enzymatische Reaktion lässt sich durch den Gehalt der Zelle an NADH beeinflussen.
Dies gelingt in vitro, indem das Verhältnis NADH/(NAD + NADH) zum Beispiel mit Hilfe der
NADH-Falle vergrößert wird [ZERES et al. 1990, MOMSEN 1981] oder die Zellen mit Laktat und
Pyruvat inkubiert werden, da bei der Umwandlung von Laktat zu Pyruvat NADH zur Verfügung
gestellt wird [GIBSON 1948].
Beeinflussung der NADH-abhängigen Methämoglobinreduktase durch Ascorbinsäure und
organische Phosphate
Ascorbinsäure ist in der Lage, über eine nicht-enzymatische Reaktion Methämoglobin zu re-
duzieren. Dabei wird Ascorbinsäure zu Dehydroascorbinsäure oxidiert, welche dann unter Ver-
brauch von Glutathion wieder reduziert wird [HUGHES 1964]. Das oxidierte Glutathion wird
schließlich durch das aus dem Hexosemonophosphat-Weg stammende NADPH reduziert.
Organische Phosphate können sehr vielfältig mit dem Hämoglobin interagieren. Zum Beispiel
kann Inositolhexaphosphat (INH) die Methämoglobinreduktion erheblich beschleunigen, wobei
der genaue Wirkmechanismus noch unklar ist.
NADPH-abhängige Methämoglobinreduktase
Ein anderes Enzym des Erythrozyten zur Reduktion von Methämoglobin ist die NADPH-abhän-
gige Methämoglobin-Reduktase. Ihre Rolle ist im gesunden Erythrozyten nur eine untergeord-
nete, sie ist aber in der Lage, bei Ausfall des NADH-abhängigen Systems dieses vollständig zu
ersetzen.
Auch bei diesem Enzym handelt es sich um ein Flavoprotein mit FAD als prosthetischer Gruppe,
welches ebenfalls einen Elektronen-Carrier benötigt, so dass sich der Elektronenfluss folgender-
maßen darstellt:
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NADPH → Flavinreduktase → Flavin → Methämoglobin [MATSUKI et al. 1978]
Beeinflussung der NADPH-abhängigen Methämoglobinreduktase durch Methylenblau,
Laktat und Pyruvat
Methylenblau vermag die NADPH-abhängige Reduktion um den Faktor 400 zu steigern und lässt
den NADH-abhängigen Weg unbeeinträchtigt. Es erfüllt hierbei die Aufgabe eines Elektronen-
Carriers zwischen dem Flavoprotein und dem Methämoglobin.
Methylenblau hat ein sehr geringes Redox-Potential, welches das der anderen Reaktanden, die
an der NADH-abhängigen Methämoglobinreaktion beteiligt sind, deutlich unterschreitet, so dass
auch im gesunden Erythrozyten das NADPH-abhängige System unter dem Einfluss von Methy-
lenblau einen wichtigen Beitrag zur Methämoglobinreduktion zu leisten vermag.
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Im Laufe der Untersuchungen erwiesen sich die morphologischen und biochemischen Verän-
derungen der unter großem Aufwand gefriergetrockneten Erythrozyten als Hindernis bei der
Durchführung verschiedener Versuche. So ließ sich zum Beispiel ein Hämatokrit der Suspension
rehydrierter Erythrozyten von mehr als 15 % nur unter erheblichem zeitlichem und materiellem
Aufwand einstellen, weshalb viele der standardisierten Versuchsprotokolle an einen niedrige-
ren Hämatokrit angepasst werden mussten. Diese erschwerenden Bedingungen und der enorme
präparative Aufwand bei der Erythrozytengefriertrocknung gestatteten keinen großen Probenum-
fang. Dies ließ sich dadurch rechtfertigen, dass es sich bei der vorliegenden Arbeit mehr um eine
orientierende Zwischenprüfung der Ergebnisse eines neuen Verfahrens als um eine abschließen-
de Beurteilung desselben handelt.
4.1 Gefriertrocknung von Erythrozyten
Das Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung physiologischer Eigenschaften der am Helmholtz-
Institut an der RWTH Aachen nach dem Verfahren von [RINDLER 2000] gefriergetrockneten
Erythrozyten. Daher wurde das dort beschriebene Versuchsprotokoll unverändert übernommen.
Die wichtigsten Arbeitsschritte werden im Folgenden kurz beschrieben.
4.1.1 Aufbereitung der Blutkonserven
Das frisch in einen CPDA-1 Beutel abgenommene, von der Blutbank des Universitätsklinikums
der RWTH Aachen zur Verfügung gestellte Blut, wurde für 10 min bei 4◦ C mit einer Beschleuni-
gung von 3.000 g zentrifugiert, wodurch eine Trennung der Erythrozyten von Plasma und Buffy-
Coat erreicht wurde. Nach einer Lagerung über Nacht bei 4◦ C in Stabilisator (Baxter, PL-146-
SAG-M, 100 ml), folgten eine Zentrifugation, wiederum für 10 min bei 1.100 g, Verwerfen des
Überstandes und Aufnehmen in physiologischer Kochsalzlösung. Dieser Waschschritt wurde vier
mal wiederholt. Nach einer letzten zehnminütigen Zentrifugation bei 2.500 g resultierte eine Ery-
throzytensuspension mit einem Hämatokrit von etwa 88 %.
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Entsprechend dem ebenfalls am Helmholtz-Institut entwickelten Protokoll zur Kryokonservie-
rung von Erythrozyten wurde die Zellsuspension nun im Verhältnis 1:1 mit einer Gefrierschutz-
lösung gemischt. Diese setzte sich aus 24,5 Gewichtsprozent HES (w/w) (mittleres Molekular-
gewicht 200 kDa, Substitutionsgrad 0,62 (Fresenius)) und 60 mmol/l NaCl (Merck Nr. 1.06404),
gelöst in destilliertem Wasser, zusammen. Aus dieser Mischung ergab sich ein physiologischer
Hämatokrit von etwa 44 % [SPUTTEK 1990, SPUTTEK et al. 1991, SPUTTEK und RAU 1992,
SPUTTEK et al. 1995].
4.1.2 Erstarrung
Die mit der Gefrierschutzlösung gemischte Erythrozytensuspension wurde auf eine an der Un-
terseite zwecks Verbesserung des Wärmeübergangs mit Gewebeband (Leukosilk S, Beiersdorf,
Hamburg) beklebte Aluminiumplatte aufgetragen und durch vorsichtiges Darüberschieben einer
zweiten baugleichen Platte zu einer nur wenige Zelllagen umfassenden Schicht auseinanderge-
zogen. Diese Doppelplatte wurde rasch in flüssigen Stickstoff getaucht und bei einer Temperatur
von −150◦ C in der Dampfphase über flüssigem Stickstoff gelagert. Vor der Überführung in
die Gefriertrocknungsanlage wurden die Platten wieder getrennt. Für die Trocknung wurde jene
Platte verwendet, auf welcher sich der überwiegende Teil der Erythrozytensuspension befand,
das Probenmaterial auf der gegenüberliegenden Platte wurde verworfen.
4.1.3 Vakuumtrocknung
Das für die Trocknung bestimmte Probenmaterial wurde auf der Aluminiumplatte in den auf
−190◦ C vorgekühlten Probenbehälter übernommen und der mit bis zu 8 Proben befüllbare Alu-
miniumständer auf der ebenfalls vorgekühlten Stellfläche der Gefriertrocknungsanlage platziert
[RINDLER 2000]. Die Trocknung erfolgte dann bei einer konstanten Kondensatortemperatur von
−190◦ C und einem Druck von 2 Pa bei langsam ansteigender Probentemperatur. Diese wurde
durch eine Erhöhung der Stellflächentemperatur über einen Zeitraum von 21 Stunden gesteigert.
Dabei betrug die minimale Stellflächentemperatur−160◦ C. Nach einer Stunde wurde sie für die
Dauer von 14 Stunden auf −40◦ C angehoben, um anschließend in 2-stündigen Intervallen um
jeweils 20◦ C auf +20◦ C gesteigert zu werden.
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4.1.4 Lagerung der gefriergetrockneten Proben
Im Zuge der Vakuumtrocknung löste sich die Erythrozytensuspension mit zunehmendem Trock-
nungsgrad von der Aluminiumplatte ab und konnte dadurch nach der Trocknung in jeweils ein
Falconröhrchen (Greiner, Cellstar Nr. 00120194) übernommen werden, in welchem sie bei einer
Temperatur von 4◦ C bis zu einer Dauer von mehreren Wochen gelagert wurde.
4.1.5 Rehydrierung der gefriergetrockneten Proben
Die Rehydrierung der gefriergetrockneten Erythrozyten erfolgte mit einem im Weiteren als Salz-
stabilitätslösung (SS-Lösung) bezeichneten Medium, welches neun Teile einer physiologischen
NaCl-Lösung (Merck Nr. 1.06404) und einen Teil PBS-Puffer (siehe Anhang B) enthielt.
Es wurden 30 ml SS-Lösung auf 37◦ C erwärmt, sehr rasch auf die zu rehydrierende Probe ge-
friergetrockneter Erythrozyten gegeben und kräftig geschüttelt. Um sicher zu gehen, dass sich
das gesamte Material vollständig gelöst hatte, wurde die Probe anschließend auf einem Nutator
weitere 15 min durchmischt.
Am Ende dieses Vorganges resultierte eine Erythrozytensuspension mit einem Hämatokrit von
ungefähr 1 %. Dies hat den Vorteil, dass osmotisch aktive Teilchen, welche im Trockengut ent-
halten sind und im Rahmen der Rehydrierung freigesetzt werden, stark verdünnt werden. Damit
wird einer vermehrten osmotischen Belastung der Erythrozyten während des Rehydrierschrittes
vorgebeugt. Außerdem fordert der als Screening-Test regelmäßig durchgeführte Salzstabilitäts-
test (siehe Abschnitt 4.3.1) das Verwenden einer Erythrozytensuspension mit einem Hämatokrit
von 1 %.
Rehydriermedien
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Medien zur Rehydrierung der Zellen ver-
wendet. Standardmäßig, wenn nicht explizit auf Abweichungen hingewiesen wird, kam die auf
PBS-Puffer basierende Salzstabilitätslösung zum Einsatz (s.o.). Außerdem wurde bei den Un-
tersuchungen zur Reduzierbarkeit des Methämoglobins auf ein von [GOODRICH JR. et al. 1995]
übernommenes Rehydriermedium zurückgegriffen (Angaben zur Zusammensetzung beider Re-
hydriermedien sind in Anhang B aufgeführt).
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4.2 Untersuchungen zur Morphologie
4.2.1 Lichtmikroskopie
Die lichtmikroskopische Untersuchung erfolgte mit einem Lichtmikroskop der Firma Leitz bei
einer 600-fachen Vergrößerung mit einem achromatischen Objektiv (x60) und einem 10x- Oku-
lar. Die Zellen wurden rehydriert 3 Minuten bei 1100 g zentrifugiert und das resultierende Pellet
anschließend auf einem Objektträger mit Hilfe eines zweiten in üblicher Technik ausgestrichen.
4.2.2 Erythrozyten-Kennwerte
Zur Bestimmung der Erythrozytenindizes (MCV, MCH, MCHC) wurden die gefriergetrockneten
Erythrozyten rehydriert und die Suspension nach zwei Waschgängen durch nochmalige zehnmi-
nütige Zentrifugation bei 110 g und Aufnehmen in Salzstabilitätslösung auf einen Hämatokrit
von 16 % eingestellt. Hieraus ließ sich im Zentrallabor des Universitätsklinikums der RWTH
Aachen das „kleine Blutbild“ bestimmen.
Die Messung erfolgte an einem voll automatisierten Gerät der Firma Abott (Cell-dyn 4000), wel-
ches Zellzahl und -volumen aus der Ablenkung eines monochromatischen Laserstrahls ermittelt.
Dazu wird die Zellsuspension verdünnt und an der Lichtquelle vorbeigesaugt. Aus dem Ablenk-
winkel des Laserstrahls errechnet sich die Zellgröße, die Zellzahl ergibt sich aus der Anzahl der
Unterbrechungen des Strahles. Der Hämoglobingehalt wird photometrisch bestimmt.
4.3 Untersuchung der Membraneigenschaften
4.3.1 Salzstabilität und Zellwiederfindungsrate
Die Salzstabilität ist definiert als die Differenz zwischen der totalen Hämolyse und der tatsäch-
lichen Hämolyse, welche in einer Suspension rehydrierter Erythrozyten bei einem Hämatokrit
von 1 % bei isotoner Salzkonzentration gemessen wird. Damit gibt sie den Anteil der nicht lysier-
ten Zellen in einer Erythrozytensuspension an und stellt ein Screeningverfahren zur Beurteilung
der Wiederfindung von Erythrozyten dar. Als ein von der Hämolyse abgeleiteter Wert erlaubt sie
eine Abschätzung der Membranintegrität.
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Es wurde wie folgt vorgegangen [ALLEN et al. 1978, SPUTTEK 1990, RINDLER 2000]: Von der
Erythrozytensuspension wurden 1,5 ml in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß (Sarstedt, Nr. 62.690)
für 10 min bei einer Beschleunigung von 8000 g zentrifugiert und 1 ml des Überstandes in ein
Reagenzglas gegeben. Ein weiteres Reagenzglas wurde mit 1 ml der nicht zentrifugierten Ery-
throzytensuspension befüllt („Gesamt-Ansatz“). Anschließend wurden nach Zugabe je eines Mil-
liliters einer kaliumcyanid- und tritonhaltigen Reaktionslösung (Merck, Nr. 3317) und nachfol-
gender 5-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur photometrisch die Extinktionen beider Lö-
sungen bei einer Wellenlänge von 546 nm bestimmt. Als Leerwert diente 1 ml der Merckotest-
Lösung. Das Verhältnis von freiem, extrazellulärem Hämoglobin (aus der zentrifugierten Probe
ermittelt) zum Gesamthämoglobin (aus dem Gesamtansatz) gibt den Anteil der lysierten Erythro-
zyten an. Aus der Differenz zu 100 % ergibt sich die Salzstabilität oder Zellwiederfindungsrate.
Da der Begriff der Salzstabilität sich auf Zellsuspensionen in isotonen Medien bezieht, wird
in dieser Arbeit immer dann, wenn Suspensionen in nicht-isotonen Medien betrachtet werden,
von der Zellwiederfindungsrate gesprochen. Der Begriff „Zellwiederfindungsrate“ wird in dieser
Arbeit als Terminus technicus verwendet, obwohl dies streng genommen nicht ganz korrekt ist,
da keine Zeitabhängigkeit vorliegt.
4.3.2 Osmotische Resistenz
Das Vorgehen zur Bestimmung der osmotischen Resistenz wurde weitgehend aus der Arbeit von
[SPUTTEK 1990] übernommen, wobei einige Modifikationen aufgrund des geringen Hämatokrits
der Suspension gefriergetrockneter Erythrozyten nötig waren.
Den Modifikationen liegen folgende Überlegungen zugrunde: Im Original werden 250µl Ery-
throzytensuspension mit einem Hämatokrit von 40 % in 10 ml der mit I bis X bezeichneten
Lösungen unterschiedlicher Osmolarität gegeben. Die in diesen 250µl enthaltene Erythrozy-
tenmenge entspricht derjenigen in einem Volumen von ca. 650µl der Erythrozytensuspension
mit einem Hämatokrit von 15 %. Hierbei werden 400µl isotoner Pufferlösung zuviel überführt
und so die jeweils angestrebte Osmolarität verfälscht, weshalb diese an anderer Stelle reduziert
werden sollte. Dafür bietet sich eine veränderte Herstellung der Lösungen I bis X an, die sich
folgendermaßen zusammensetzen:
34 Kapitel 4 Material und Methoden
100 ml PBS-Puffer + 900 ml H2O dest. + NaCl (Zusammensetzung des PBS Puffers siehe An-
hang B).
Die zugefügte NaCl-Menge bestimmt die unterschiedliche Tonizität der Lösungen.
An dieser Stelle wurde die Modifikation vorgenommen, indem die Menge des PBS-Puffers um
den nötigen Betrag verringert wurde (bei den hier angesetzten 1000 ml entspricht dies 40 ml). Die
aus der zitierten Arbeit von [SPUTTEK 1990] übernommene Tabelle zum Ansatz der Lösungen I
bis X verändert sich folgendermaßen (Tabelle 4.1):
Tabelle 4.1: Lösungen zur Bestimmung der osmotischen Resistenz (modifiziert nach
[SPUTTEK 1990])
Lösung 0 I II III IV V VI VII VIII IX X XI
60 ml PBS-Pufferlösung, 900 ml H2O dest. + —
NaCl (g) H2Odest. 2,00 2,77 3,08 3,40 4,03 4,35 4,67 4,98 5,30 6,62
SS-
Lsg.
mosmol/l 2,0 94 121 129 145 161 169 181 190 199 208 295
Dabei muss beachtet werden, dass die in der letzten Zeile angegebenen „mosmol/l“ die endgül-
tige Osmolarität der erythrozytenhaltigen Suspension angeben, also die mit den Erythrozyten
zugefügten „zusätzlichen“ 400µl mit berücksichtigen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Anzahl der Lösungen um eine Kontrollprobe mit SS-Lösung
und eine mit destilliertem Wasser erhöht. Es wurden also jeweils 9,6 ml der nunmehr 12 Lösun-
gen mit je 650µl der Erythrozytensuspension versetzt, diese für 4 h im Wasserbad bei 37◦ C
inkubiert und anschließend die Zellwiederfindungsrate ermittelt.
Einfluss der Osmolarität des Rehydriermediums auf die Zellwiederfindungsrate
Um den Einfluss der Osmolarität des Rehydriermediums auf die Zellwiederfindungsrate zu un-
tersuchen, wurden die für die Untersuchungen zur osmotischen Resistenz (siehe oben) ange-
setzten Lösungen verwendet und durch Lösungen der Osmolarität 12, 24, 36, 48, 60, 72 und
500 mosmol/l ergänzt. Die Herstellung erfolgte durch eine entsprechende Verdünnung der Salz-
stabilitätslösung bzw. durch Zusatz von NaCl (Merck Nr. 1.06404). Nun wurde die Zellwieder-
findungsrate ermittelt.
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Einfluss der Ionenstärke des Rehydriermediums auf die Zellwiederfindungsrate
In einem weiteren Versuchsschritt wurden die Proben gefriergetrockneter Erythrozyten halbiert
und eine Hälfte der oben beschriebenen Behandlung unterzogen. Die andere Hälfte wurde mit
reiner Saccharose-Lösung rehydriert (Serva Nr.: 35579). Dabei wiesen die Saccharose-Lösungen
exakt die gleichen Osmolaritäten auf wie in Abschnitt 4.3.2 beschrieben.
4.3.3 Kaliumgehalt
Die Bestimmung des intrazellulären Kaliums geschah aus einem Hämolysat von gefriergetrock-
neten Erythrozyten, welche mit unterschiedlichen Lösungen rehydriert wurden.
Es wurden im trockenen Zustand jeweils drei Proben der gefriergetrockneten Erythrozyten mit-
einander vermischt und in 30 ml Medium rehydriert. Nun wurden zwei Versuchsreihen paral-
lel ausgeführt, wobei die Hälfte der Proben in einem kaliumhaltigen Medium (Salzstabilitäts-
Lösung), die anderen in einer kaliumfreien isotonen NaCl-Lösung rehydriert wurden. Um auch
bei nur kleinen Membrandefekten eine Äquilibirierung mit dem Umgebungsmedium zu errei-
chen und damit einen Verlust von Kalium nachweisen zu können, wurden beide Proben drei
Waschschritten unterzogen. Dazu wurden sie bei 110 g für 10 Minuten zentrifugiert und das Pel-
let wieder in dem jeweiligen Rehydriermedium aufgenommen. Vor der dritten Zentrifugation
wurden die Proben jeweils halbiert. Anschließend erfolgte die Aufnahme des Pellets in 100µl
der vorher hergestellten isotonen Natrium- und Kaliumlösungen derart, dass eine Suspension mit
einem Hämatokrit von 30 % resultierte.
Nach erneuter zehnminütiger Zentrifugation bei 350 g wurden die Pellets in 800µl H2O dest. auf-
genommen, entsprechend einer Suspension mit einem Hämatokrit von 15 %, und mit 10µl Tri-
ton X-100 versetzt. Aus dem resultierenden Hämolysat wurde nun im Institut für Physiologie des
Universitätsklinikums der RWTH Aachen mit Hilfe eines Flammenphotometers das freie Kalium
bestimmt. Des Weiteren wurde photometrisch bei 546 nm der Hämoglobingehalt der Suspension
bestimmt und die gemessene Kaliumkonzentration der Lösung zu diesem in Bezug gesetzt.
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4.3.4 Purin-Nukleotid-Mischspektrum
Zur Aufnahme eines Purin-Nukleotid-Spektrums, worunter hier ein Mischspektrum aller im Ery-
throzyten vorkommenden Purin-Nukleotide verstanden wird, ist es zweckmäßig, alle Proteine
aus dem Ansatz zu entfernen, damit ein reines Spektrum resultiert.
Nach der Rehydrierung der gefriergetrockneten Erythrozyten erfolgte die Einstellung des Häma-
tokrits auf 15 %. Der Zellsuspension wurde im Eiswasserbad Perchlorsäure im Verhältnis 4 Teile
Erythrozytensuspension zu einem Teil 1,2 N Perchlorsäure zugesetzt und dieses Gemisch 30 min
im Eiswasser inkubiert. Nach anschließender scharfer Zentrifugation für 10 min bei 8.000 g re-
sultierte eine wasserklare Flüssigkeit, aus welcher das gesuchte Spektrum mit Hilfe des Photo-
meters bestimmt wurde. Da das Messintervall von 220 bis 300 nm im ultravioletten Bereich liegt,
wurde auf eine Quarzküvette (Medizinisch Glastechnische Werkstätte Berlin, Typ Nr.: QS 100)
zurückgegriffen.
Zur Darstellung einer Vergleichskurve wurden native Erythrozyten dem gleichen Verfahren un-
terworfen.
4.3.5 Resistenz rehydrierter Erythrozyten gegen Triton X-100
Die gefriergetrockneten Erythrozyten wurden, wie in Abschnitt 4.1.5 beschrieben, rehydriert und
in einem Wasserbad bei 37◦ C inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 60, 120, 180, 240 und 330 min
wurden der Suspension 7 ml entnommen und neben der Salzstabilität auch die durch weiteren
Zusatz von Triton X-100 provozierbare Hämolyse bestimmt.
Dazu wurden 2 ml der Erythrozytensuspension mit 100µl Triton X-100 versetzt (dies führt bei
native Erythrozyten zu einer sofortigen und kompletten Hämolyse) und 30 min auf einem Nutator
durchmischt. Zur Bestimmung des Hämoglobingehaltes folgte die Zugabe von 2 ml Merckotest-
Lösung (Merck Nr. 1.03317) und nach einer zehnminütigen Zentrifugation bei 8000 g die Be-
stimmung der Extinktion bei 546 nm.
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4.3.6 SDS-PAGE
Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) erlaubt die Auftren-
nung von Proteinen in Abhängigkeit von ihrem Molekulargewicht. Die Proteine werden zunächst
einer Hitzebehandlung unterworfen, die eine Denaturierung und den Zerfall der Proteine in ihre
Untereinheiten zur Folge hat. An diese bindet das anionische Detergens Natriumdodecylsulfat,
wobei die Zahl der angelagerten Moleküle proportional zum Molekulargewicht der Polypeptide
ist, so dass eine Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld
möglich ist. Da die SDS-Moleküle eine sehr starke negative Ladung aufweisen, kann die La-
dung der Aminosäurereste des Polypeptides vernachlässigt werden. Durch einen Vergleich mit
der Laufstrecke bekannter Proteine („Marker“) kann das Molekulargewicht der Proteine ermittelt
werden.
Herstellung der Proteinlösung
Es wurden die Proteinbanden nativer, gefriergetrockneter und rehydrierter Erythrozyten mit und
ohne Inkubation und anschließender Behandlung mit Triton X-100 mittels einer SDS-PAGE nach
[LAEMMLI 1970] dargestellt. Zu diesem Zweck wurden drei Proben untersucht: native Erythro-
zyten, gefriergetrocknete und rehydrierte Erythrozyten, sowie Erythrozyten, die nach der Rehy-
drierung 60 min bei 37 ◦C inkubiert und anschließend mit Triton X-100 behandelt worden waren
(siehe auch Abschnitt 4.3.5).
Die Probe gefriergetrockneter Erythrozyten wurde halbiert. Eine Hälfte wurde sofort rehydriert
und dreimal gewaschen. Dabei wurde sie mit 3.000 g für 10 min zentrifugiert und in isotoner
Kochsalzlösung aufgenommen. Es resultierte eine 30 ml umfassende Suspension mit einem Hä-
matokrit von ca. 1 %. Sie wurde eine Stunde bei 37◦ C im Wasserbad inkubiert und anschließend
mit 100µl Triton X-100 versetzt. Es schlossen sich eine weitere 30-minütige Inkubation und zwei
weitere Wäschen an. Erst danach wurde die zweite Probe der gefriergetrockneten Erythrozyten
rehydriert und gewaschen. Zur Kontrolle wurde eine Frischblutprobe denselben Waschschritten
unterzogen und damit Buffy-Coat und Leukozyten zu einem großen Teil entfernt.
Alle Proben wurden mit gleichem Volumen „2x-Probenpuffer“ (siehe Anhang B) und 10 % (w/v)
DTT versetzt und bei 95◦ C für 10 min erhitzt. Anschließend konnte das resultierende Lysat für
die SDS-PAGE verwendet werden.
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SDS-PAGE
Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in
einem kontinuierlichen Laufpuffer [LAEMMLI 1970, MÄDER und CHRISPEELS 1984]. Es wur-
den diskontinuierliche Minigele der Größe 83 mm x 73 mm mit Kämmen, die zehn Taschen er-
zeugten, und eine Acrylamidkonzentration von 13 % (w/v) im Trenn- und 5 % (w/v) im Sammel-
gel verwendet [LAEMMLI 1970]. Durchgeführt wurde die Elektrophorese in der Mighty small II
(Pharmacia Biotech) bei einer konstanten Stromstärke von 16 mA für 1,5 Stunden bei Raumtem-
peratur. Pro Gel wurden 2 bis 20µl fertiger Proteinlösung eingesetzt.
Bei jeder Elektrophorese wurde ein SDS-Page-Molekularmassenstandard mitgeführt (SDS-Page
Molecular Weight Standard. Low range, BIO-RAD). Hierbei wurden 6 Markerproteine darge-
stellt:
Phosphorylase b Molekulargewicht: 97,5 kDa
Rinderalbumin 66,2 kDa
Hühneralbumin 45,0 kDa
Carboanhydrase 31,0 kDa
Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor 21,5 kDa
Lysozyme 14,4 kDa
Für die Präparation von vier Polyacrylamid-Gelen (PAA-Gelen) wurde das im Anhang B aufge-
führte Schema benutzt.
Coomassie-Blau-Färbung
Mittels der Coomassie-Blau-Färbung lassen sich die Proteine nach der elektrophoretischen Tren-
nung blau anfärben. Dazu wurden die Gele für eine Stunde in die Färbelösung gelegt und an-
schließend die nicht an Proteine gebundene Farbe über Nacht mit Hilfe von Entfärbelösungen
wieder entfernt (Zusammensetzung der Lösungen siehe Anhang B).
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4.4 Untersuchung des Hämoglobins
4.4.1 Herstellung methämoglobinhaltiger nativer Erythrozyten
Zur Herstellung methämoglobinhaltiger nativer Erythrozyten wurden die am Vortag gespendeten
Erythrozyten wie in Abschnitt 4.1.1 erläutert aufbereitet. Die resultierende Suspension wurde
auf einen Hämatokrit von 40 % eingestellt. Ihr wurde eine 0,1-molare Natriumnitrit-Lösung im
Verhältnis Erythrozytensuspension / Natriumnitrit = 5 / 1 zugesetzt, welches nach 5-minütiger
Inkubation in vier Waschzyklen wieder vollständig entfernt wurde [WALLER et al. 1977]. Jeder
Waschschritt setzte sich dabei aus folgenden Arbeitsabläufen zusammen: Zunächst erfolgte eine
zehnminütige Zentrifugation mit 190 g und anschließend, nach Verwerfen des Überstandes, eine
Aufnahme des Pellets in SS-Lösung.
Der so erzielte Methämoglobingehalt der Zellen lag, ähnlich wie bei den gefriergetrockneten
Erythrozyten, bei mehr als 90 %.
4.4.2 Bestimmung des Methämoglobingehaltes
Zur Bestimmung des Methämoglobingehaltes der Erythrozyten wurde in dieser Arbeit die von
[VAN KAMPEN und ZIJLSTRA 1965] beschriebene Methode herangezogen.
Da die Versuchsvorschriften des Originals infolge des geringen Hämatokrites der Erythrozyten-
suspension geringfügig abgewandelt wurden, werden sie hier noch einmal vorgestellt.
Die Methode beruht auf der Messung der Extinktionen bei 630 nm. Diese Wellenlänge bietet
sich an, da hier das Spektrum des Methämoglobins im Gegensatz zu anderen Zuständen des
Hämoglobins ein Maximum besitzt (Abbildung 4.1).
Zu 8 ml der Erythrozytensuspension, die nach dem Rehydrieren einen Hämatokrit von 1 % auf-
wies, wurden 2 ml SS-Lösung und 60µl Triton X-100 gegeben. Das Hämolysat wurde in 2 Pro-
ben zu je 5 ml geteilt und eine von ihnen mit 20µl Kaliumhexacyanoferrat (K3Fe(CN)6) (Merck
Lösung Nr. 1.03317/1) versetzt, so dass dort das Oxyhämoglobin zu 100 % in Methämoglobin
verwandelt wurde. Aus beiden Proben wurde je 1 ml zur photometrischen Bestimmung in Kü-
vetten überführt und diese mit D1 bzw. mit D3 bezeichnet (siehe Abbildung 4.2). Um sicher zu
gehen, dass die Reaktion vollständig abgelaufen war, blieben die Proben 5 min stehen, bevor im
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nächsten Schritt je 20µl Kaliumcyanid (Merck Lösung Nr. 1.03317/2) hinzugefügt wurden, wel-
ches eine vollständige Verwandlung des vorhandenen Methämoglobins in Cyanmethämoglobin
bewirkt. Wiederum wurde aus den beiden Proben je 1 ml in Küvetten überführt und diese mit D2
bzw. D4 bezeichnet. Nun wurden die Extinktionen der Proben bei einer Wellenlänge von 630 nm
bestimmt und aus dem Verhältnis (D1 − D2)/(D3 − D4) · 100 der Methämoglobingehalt des
Blutes in Prozent berechnet.
4.4.3 Reduktion von Methämoglobin
Die gefriergetrockneten Zellen wurden rehydriert, so dass ein Hämatokrit von ca. 1 % resul-
tierte. Zur Reduktion mit Ascorbinsäure wurden dieser Suspension 8 ml zur Bestimmung des
Ausgangswertes entnommen, bevor Glukose (Merck Nr. 1.80337) und Ascorbinsäure (Merck
Nr. 1.00127) zugesetzt wurden. Bei den zugefügten Mengen beider Substanzen wurde auf die
in der Literatur [WALLER et al. 1977, SULLIVAN und STERN 1982] angegebenen Endkonzen-
trationen von 0,01 M Ascorbinsäure und 0,02 M Glukose zurückgegriffen. Daraufhin wurden die
Proben in einem Wasserbad bei 37◦ C inkubiert und nach 60, 120, 180, 240, 300 und 1440 min
der Methämoglobingehalt mittels der oben beschriebenen Methode bestimmt.
Für die Reduktion mittels Methylenblau wurden die gleichen Vorbereitungen getroffen wie für
die Reduktion mit Ascorbinsäure. Auch bei diesen Untersuchungen konnten bereits in der Li-
teratur beschriebenen Vorgehensweisen und Mengenangaben weitgehend übernommen werden
[BEUTLER und BALUDA 1963]. Es kamen auf 20 ml einer Suspension nativer Erythrozyten, de-
ren Hämatokrit 40 % betrug, 3 ml Methylenblaulösung und 4,6 ml einer Glukoselösung. Dies
entspricht bei 50 ml einer Suspension rehydrierter Erythrozyten mit einem Hämatokrit von 1 %
also 0,29 ml der Glukose- und 0,19 ml der Methylenblaulösung (Zusammensetzung der Lösun-
gen siehe Anhang B).
In Abwandlung der beschriebenen Vorgehensweise wurden in einer weiteren Versuchsreihe die
rehydrierten Erythrozyten vor der Zugabe der Reduktionsmittel zunächst zwei Waschschritten
mit einer Zentrifugation bei 110 g für 10 min und Wiederaufnahme in SS-Lösung unterzogen.
Damit wurden alle Inhaltsstoffe der durch die Gefriertrocknung lysierten Erythrozyten entfernt
und eine Aussage über die Reduzierbarkeit ausschließlich des intrazellulären Methämoglobins
ermöglicht.
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Abbildung 4.1: Veränderungen des Hämoglobinspektrums bei unterschiedlichen
Zuständen des Hämoglobins [Spe]
3 610µl K Fe(CN)
je 10 µl KCN
D3
D4D2
D1
Methämoglobinkonzentration = D1 −D2
D3 −D4 · 100
Abbildung 4.2: Bestimmung des Methämoglobins nach der Methode von van
Kampen und Zijlstraa [VAN KAMPEN und ZIJLSTRA 1965]
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4.4.4 Restfeuchtegehalt
Karl-Fischer-Titration
Die Bestimmung des Restfeuchtegehaltes geschah mittels Karl-Fischer-Titration, einem standar-
disierten elektrochemischen Verfahren (ISO 760, Erweiterung ISO 5381), welches eine spezifi-
sche und selektive Erfassung kleinster Mengen Wassers in einer Probe ermöglicht. Dabei wird
nicht nur das freie, oberflächlich adsorbierte, sondern auch das gebundene, im Kristall einge-
schlossene Wasser erfasst [KFT, FÜLLES 1997].
Das Prinzip dieser Nachweismethode beruht darauf, dass eine wasserhaltige Lösung aus Metha-
nol, Schwefeldioxid und einer Base in einem elektrochemischen Reaktionsgefäß (zwei Elektro-
den und ein Voltmeter) mit einer wasserfreien Methanol- und Iod-haltigen Lösung titriert wird.
In der Lösung bilden Methanol und Schwefeldioxid einen sauren Ester, welcher durch die Base
(RN) neutralisiert wird:
CH3OH + SO2 +RN → [RNH]CH3SO3
Anschließend wird im Verlaufe der Titration eine Maßlösung aus Iod in Methanol hinzugegeben,
was folgende Reaktion nach sich zieht:
[RNH]CH3SO3 + I2 +H2O + 2RN → [RNH]CH3SO4 + 2[RNH]I
Demzufolge wird das Methylsulfit-Anion zu Methylsulfat oxidiert und im Gegenzug Iod zu Iodid
reduziert. Bei dieser Reaktion wird Wasser verbraucht. Befindet sich keines mehr in der Lösung,
findet eine Reduktion des Iods an der Kathode statt und es kommt bei weiterer Zugabe der Ti-
trationslösung zu einem gleichzeitigen Vorliegen von Iod und Iodid in der Lösung. Da neben der
Reduktion an der Kathode auch eine Oxidation von Iodid zu Iod an der Anode stattfindet, kommt
ein Stromfluss zustande, der gemessen werden kann und das Ende der Reaktion anzeigt. Anhand
des verbrauchten Iods lässt sich nun die Wassermenge ermitteln [KFT].
Bei den durchgeführten Versuchen kam ein Gerät der Firma ABIMED (Typ AC20 Version 1.0,
Mitsubishi Kasei Corporation) zum Einsatz. Der Kathoden- und der Anodenraum wurden mit
den dafür vorgesehenen Lösungen des Herstellers befüllt (Aquamicron CXU, Aquamicron AX
Mitsubishi Chemical Corporation). Es wurde vor und während der Messungen mit einer Eichlö-
sung (Mitsubishi Chemical Corporation Nr. I 95002) kalibriert.
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Versuchsdurchführung
Um die Abhängigkeit des Methämoglobingehaltes vom Restfeuchtegehalt der gefriergetrockne-
ten Erythrozyten zu untersuchen, wurde das Trocknungsprotokoll wie folgt variiert:
Zunächst erfolgte 30 min lang eine Trocknung bei −35◦ C, anschließend erhöhte sich die Stell-
flächentemperatur innerhalb von 23 min auf 20◦ C. Die nun folgende Trocknungszeit bei 20◦ C
wurde zwischen 0 und 907 min variiert.
Nach der Probenentnahme aus der Gefriertrocknungsanlage wurden ca. 0,05 g der Erythrozyten
in ein Zentrifugenröhrchen gegeben und in Formamid (Acros, 99,5 %, Nr. 010318801) aufgelöst.
Es wurde nun sowohl 1 ml dieser Lösung als auch 1 ml Formamid einer Karl-Fischer-Titration
unterzogen und anschließend gemäß folgender Formel der Restfeuchtegehalt errechnet:
RF =
mH2O,Lösung ·mH2O, Formamid
VProbe · ρ Probe · mErythrozytenmFormamid
wobei gilt:
mH2O,Lösung = Masse des Wassers der Erythrozytensuspension
mH2O, Formamid = Masse des Wassers der Formamidlösung
mErythrozyten = Masse der eingesetzten Erythrozyten
mFormamid = Masse des eingesetzten Formamids.
Dabei wurde VProbe · ρ Probe = 1,13 g bestimmt, wobei ρ Probe die Dichte des Probenmaterials ist.
Parallel zu dieser Messung wurde die Salzstabilität (Abschnitt 4.3.1) und der Methämoglobinge-
halt bestimmt (Abschnitt 4.4.2).
4.5 Untersuchung des Stoffwechsels
4.5.1 Laktatbildung aus Glukose
Drei getrocknete Proben wurden miteinander vermischt und mit 25 ml Medium rehydriert. Es
folgten zwei Waschschritte mit einer zehnminütigen Zentrifugation bei 110 g und Aufnahme des
Pellets im Rehydriermedium. Im Anschluss an die Zentrifugation des letzten Waschschrittes wur-
de die Probe in Salzstabilitätslösung aufgenommen, wobei ein Hämatokrit von 15 % eingestellt
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wurde. Daraufhin wurde die Probe mit 10 mmol Glukose versetzt und bei 37◦ C im Wasserbad
inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 60, 120 und 180 min nach Zugabe der Glukose wurden 1,5 ml
in ein Eppendorf-Zentrifugenröhrchen (Sarstedt, Nr. 62.690) überführt. Anschließend wurden,
wie in Abschnitt 4.3.4 beschrieben, die Proteine mittels 0◦ C kalter 1,2 N Perchlorsäure ausge-
fällt und im Zentrallabor des Universitätsklinikums der RWTH Aachen die Laktatkonzentration
bestimmt. Zur Kontrolle der Ergebnisse wurde bei diesen Messungen natives Blut gleicher Be-
handlung unterzogen.
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Ergebnisse
In diesem Kapitel sollen die erzielten Ergebnisse vorgestellt und erläutert werden. Dabei wird zu-
nächst anhand mikroskopischer Untersuchungen die Morphologie der Zellen beschrieben. Dies
geschieht insbesondere im Hinblick auf die Frage, ob tatsächlich von Zellen gesprochen werden
kann, oder ob lediglich „Ghosts“ aus dem Gefriertrocknungsprozess resultieren.
Da eine Klärung dieser Frage allein mit optischen Mitteln nicht ausreichend ist, wird im Weiteren
versucht, über das osmotische Verhalten der Zelle einen Eindruck von der Membranintegrität
zu erhalten. Anhand der Bestimmung der Konzentration von Substanzen, die überwiegend oder
ausschließlich intrazellulär vorkommen, wie Kalium, Purine und Hämoglobin, wird eine Aussage
darüber gemacht, ob die Membran für sie noch eine Schranke darstellt oder ob Löcher ihren
Austritt aus der Zelle ermöglichen.
Eine deutliche Verfärbung der gefriergetrockneten Erythrozyten lässt schon makroskopisch eine
weitgehende Oxidierung des Hämoglobins zu Methämoglobin erkennen. Daher wird zunächst
versucht, Strategien zur Vermeidung der Entstehung von Methämoglobin bzw. zur Reduktion
desselben zu finden. Des Weiteren wird geprüft, ob sich eine Abhängigkeit der Methämoglobin-
bildung von dem Trocknungsgrad der Erythrozyten finden lässt.
Die Stoffwechselleistung der gefriergetrockneten Erythrozyten wird anschließend anhand der
Umsetzung von Glukose zu Laktat untersucht.
Die Ergebnisse vorweg nehmend, sei erwähnt, dass es im Rahmen der Gefriertrocknung zu einer
erheblichen Schädigung der Erythrozyten kommt. Diese ist so gravierend, dass die Produkte
viele, auch essentielle Eigenschaften der Erythrozyten verloren haben, so dass die Bezeichnung
Erythrozyt im strengen Sinne nicht mehr zutreffend ist. Der besseren Verständlichkeit halber
wird dennoch im Folgenden der Begriff Erythrozyt auch in Zusammenhang mit den Produkten
des Gefriertrocknungsprozesses verwendet.
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5.1 Morphologische Veränderungen
Da die Funktionsfähigkeit der meisten Zellen sehr eng mit ihrer unversehrten Gestalt korreliert,
hat die mikroskopische Untersuchung auch für die Beurteilung funktioneller Beeinträchtigungen
von Zellen ihre Berechtigung. Als einfache, ohne großen Aufwand durchzuführende Untersu-
chung bildet sie den Beginn der Untersuchungen.
Etwas weitergehend, aber trotzdem noch den gesamten Erythrozyten erfassend, ist die Erstellung
eines „kleinen Blutbildes“ wie es im klinischen Alltag verwendet wird. Es erlaubt neben einer
Quantifizierung von Größenveränderungen auch Aussagen über das Verhalten des Hämoglobins,
insbesondere darüber, ob diejenigen Zellen, die den Gefriertrocknungsprozess überstehen, noch
Hämoglobin enthalten.
5.1.1 Lichtmikroskopie
Einen ersten Eindruck von den gefriergetrockneten Erythrozyten vermitteln die lichtmikrosko-
pischen Aufnahmen (Abbildung 5.1), die einen Vergleich nativer (oben) und nach der Gefrier-
trocknung rehydrierter Erythrozyten (unten) zeigen.
Auffällig ist die verminderte Größe der gefriergetrockneten Zellen im Vergleich zu den nativen.
Sowohl was die Größe der einzelnen Zellen angeht als auch im Hinblick auf ihre Form stellt sich
das Bild sehr heterogen dar. Nur bei wenigen Zellen lässt sich die ursprünglich diskoide Form
erkennen.
Im Phasenkontrastmikroskop stellen sich die gefriergetrockneten und rehydrierten Zellen als
Fragmentozyten dar und lassen die Bildung von Endovesikeln erkennen.
5.1.2 Erythrozyten-Kennwerte
Die Eindrücke, welche aus den mikroskopischen Beobachtungen gewonnen wurden, sollten mit
weitergehenden Untersuchungen verifiziert werden. Dazu bot sich zunächst eine Untersuchung
im Sinne eines „kleinen Blutbildes“ (siehe Abschnitt 3.1.3) an. Dies erlaubt Aussagen über die
Größe der gefriergetrockneten und rehydrierten Erythrozyten, ihr Gesamthämoglobin und ihren
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Abbildung 5.1: Frisch gespendete Erythrozyten (oben) und gefriergetrocknet und
rehydrierte Erythrozyten (unten); jeweils Ausstrich nach Zentrifugation
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Hämoglobingehalt. Außerdem ermöglicht diese Untersuchung eine Differenzierung zwischen
einer Schrumpfung der Zellen und einer Fragmentozytenbildung als Ursache des Volumenverlu-
stes. Wäre eine Schrumpfung, sei es aufgrund osmotischer Einflüsse oder aufgrund molekularer
Veränderungen der Membran, Ursache des Volumenverlustes, käme es neben einer Zunahme
der Erythrozytenzahl (bei konstantem Hämatokrit) auch zu einer Zunahme des Gesamthämoglo-
bins und des MCHC, während der Hämoglobingehalt der einzelnen Zelle im Normbereich blie-
be. Bei einer Abschnürung von Vesikeln hingegen wäre ein unverändertes Gesamthämoglobin
und MCHC bei einer Verminderung des Volumens und des Hämoglobingehaltes der Einzelzelle
(MCH) zu erwarten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.1 wiedergegeben.
Tabelle 5.1: Blutbild; N=3
RBC HGB Hkt MCV MCH MCHC
Gefriergetrocknete
rehydrierte RBC 16,03 T/l 155,6 g/l 40 % 24,9 fl 9,7 pg 389,81 g/l
Normwert 4,2–6,0 T/l 120–180 g/l 37–54 % 80-94 fl 27–32 pg 320–360 g/l
Aus den Resultaten lässt sich entnehmen, dass bei auf den Normbereich eingestelltem Häma-
tokrit die Zahl der Korpuskel um etwa den Faktor drei erhöht ist. Dies korreliert sehr gut mit
der deutlichen Verringerung des Zellvolumens ebenfalls auf etwa ein Drittel. Des Weiteren lässt
sich aus der Tabelle entnehmen, dass sich das Gesamthämoglobin (HGB) und die Hämoglobin-
konzentration (MCHC) der gefriergetrockneten und rehydrierten Erythrozyten weitgehend im
Normbereich befinden, während der MCH wiederum um etwa einen Faktor drei unterhalb der
Norm liegt.
Im Einklang mit den Hinweisen, die sich aus den mikroskopischen Untersuchungen des Ab-
schnittes 5.1.1 ergaben, muss also davon ausgegangen werden, dass es im Laufe der Gefrier-
trocknung und Rehydrierung der Erythrozyten zur Bildung von Fragmentozyten oder Abschnü-
rung von Vesikeln kommt. Allerdings sind die Zellen, die im Zuge dieses Vorganges nicht hämo-
lysiert sind, in der Lage, das Hämoglobin zu halten.
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5.1.3 Zusammenfassung und Erläuterungen
Die mikroskopischen Bilder der nativen und gefriergetrockneten Erythrozyten zeigen, dass es
sich bei den „Produkten“ des Gefriertrocknungsprozesses um Gebilde handelt, die von einer
Membran umgeben sind und kein Hämoglobin verloren haben, so dass durchaus von Zellen
gesprochen werden kann.
Die Membran weist im Phasenkontrastmikroskop Endovesikel auf, deren Entstehung unklar ist.
Hier sind unterschiedliche Mechanismen vorstellbar: Einerseits könnten die beim Übereinander-
schieben der Aluminiumplatten wirkenden Scherkräfte für die Bildung der Vesikel oder gar für
das Zerreißen einiger Zellen und die Entstehung von Fragmentozyten verantwortlich sein (siehe
Abschnitt 4.1.2), andererseits könnte die Membran auch durch Veränderungen im Rahmen des
Wasserentzuges oder der Rehydrierung geschädigt werden.
Um das Ausmaß der Schädigung durch Scherkräfte beurteilen zu können, wurden die Erythro-
zyten nach dem Übereinanderschieben der Platten lichtmikroskopisch untersucht. Dabei zeigte
sich, dass, wenngleich nur vereinzelt, die Zellen Ausziehungen der Membran aufwiesen, die
eventuell für die Bildung von Endovesikeln oder Fragmentozyten verantwortlich sind. Da die-
se Ereignisse selten auftraten, kann jedoch davon ausgegangen werden, dass die Wirkung der
Scherkräfte auf die Erythrozyten vor dem Einfrieren nicht die alleinige Ursache für die massiven
Formveränderungen der Zellen nach Durchlaufen des Gefriertrocknungsprozesses ist.
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5.2 Eigenschaften der Membran
Die in den vorangegangenen Abschnitten dargelegten Veränderungen der gefriergetrockneten
Erythrozyten werden im Folgenden eingehender untersucht. Dabei steht die Frage im Vorder-
grund, inwieweit die Membran noch eine Barriere zwischen Intra- und Extrazellulärraum dar-
stellt. Mit der Bestimmung der osmotischen Resistenz steht in diesem Zusammenhang ein eta-
bliertes Verfahren zur Verfügung, welches exakte Aussagen über das osmotische Verhalten der
Zellen liefert. Zur genaueren Beschreibung der Veränderung der Membran wird deren Durch-
lässigkeit für einzelne Substanzen unterschiedlicher Größe untersucht. Dies soll eine Abschät-
zung der im Rahmen der Gefriertrocknung entstandenen Leckage der Erythrozyten ermöglichen.
Schließlich wird mit der verminderten Lysierbarkeit der gefriergetrockneten Erythrozyten durch
Triton X-100 ein Effekt vorgestellt, welcher wahrscheinlich ebenfalls auf Veränderungen der
Membran zurückzuführen ist.
5.2.1 Osmotisches Verhalten
Die osmotische Resistenz beschreibt das Verhalten der Erythrozyten in hypotonen Medien. In-
takte Zellen lysieren aufgrund des Wassereinstroms durch die semipermeable Membran, sobald
sie einer genügend hypotonen Umgebung ausgesetzt sind. Die Konzentration, bei welcher es zu
einer Hämolyse von 50 % der Zellen kommt, ist der Parameter, anhand dessen Veränderungen
im osmotischen Verhalten der Zellen beschrieben werden können.
Osmotische Resistenz von gefriergetrockneten und nativen Erythrozyten
Zur Darstellung der osmotischen Resistenz der Erythrozyten wurde die Zellwiederfindungsrate
über der Osmolarität des Umgebungsmediums aufgetragen (Abbildung 5.2). Um einerseits die
prinzipiell richtige Durchführung der Versuchsreihen zu dokumentieren und andererseits eine
Vergleichsmöglichkeit zu schaffen, wurden sowohl native, als auch gefriergetrocknete Erythro-
zyten dieser Untersuchung unterzogen.
Aus dem Diagramm (Abbildung 5.2) ist ersichtlich, dass die Zellwiederfindungsrate der na-
tiven Erythrozyten sehr stark von der Osmolarität der Umgebung abhängig ist. Während im
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stark hypotonen Milieu die Zellen komplett hämolysieren, findet im Übergangsbereich von 100–
200 mosmol/l ein deutlicher Anstieg der Zellwiederfindungsrate auf annähernd 100 % statt. Gänz-
lich anders verhalten sich die Zellwiederfindungsraten der gefriergetrockneten und rehydrierten
Erythrozyten, bei welchen die Osmolarität des umgebenden Mediums keinen Einfluss auf die
Hämolyse zu haben scheint, vielmehr stellen sich die aus dem Gefriertrocknungsprozess hervor-
gegangenen Erythrozyten als unempfindlich gegenüber osmotischer Belastung dar. Dies soll im
Weiteren genauer untersucht werden. Dabei steht die Frage im Vordergrund, ob sich das osmoti-
sche Verhalten der aus dem Gefriertrocknungsprozess hervorgegangenen Erythrozyten durch die
Osmolarität des Rehydriermediums beeinflussen lässt.
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Abbildung 5.2: Osmotische Resistenz nativer und isoton rehydrierter Erythrozyten
(Mittelwert ± Standardabweichung; N=10)
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Einfluss der Osmolarität des Rehydriermediums auf die Zellwiederfindungsrate
Zur Darstellung des Verhaltens der Zellen bei Rehydrierung mit nicht isotonen Medien wur-
den die Proben geteilt, mit Medien unterschiedlichen Osmolaritäten (0, 100, 300, 500 mosmol)
rehydriert und die Zellwiederfindungsraten bestimmt. Es ließ sich eine Abnahme der Zellwieder-
findungsrate bei zunehmender Osmolarität erkennen (Abbildung 5.3). Diese Ergebnisse erwiesen
sich auch in einer statistischen Prüfung als signifikant (siehe Anhang A). Zusammenfassend zeigt
sich, dass die Zellwiederfindungsraten der rehydrierten Erythrozyten um so höher sind, je hypo-
toner das Rehydriermedium ist. Erstaunlich ist insbesondere die Tatsache, dass sich dieser Trend
bis hin zu destilliertem Wasser verfolgen lässt. 1
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Abbildung 5.3: Abhängigkeit der Zellwiederfindungsraten von der Osmolarität des
Rehydriermediums (Mittelwert ± Standardabweichung; N=5)
1Aufgrund der 40-fachen Verdünnung der Zellen bei der Rehydrierung ist der Einfluss der mit den gefrierge-
trockneten Erythrozyten in das Rehydriermedium überführten Elektrolyte auf die Osmolarität der Erythrozytensus-
pension zu vernachlässigen.
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Einfluss der Ionenstärke des Rehydriermediums auf die Zellwiederfindungsrate
Von Interesse ist weiterhin der Einfluss der Ionenstärke des Rehydriermediums einerseits auf die
Zellwiederfindungsrate und andererseits auf das osmotische Verhalten der Zellen. Die Ionenstär-
ke ist ein Maß für die Wirkungsstärke von Ionen in einer Lösung. Sie ist in Elektrolytlösungen
groß, in Zuckerlösungen gleich Null.
Deshalb wurde in einer weiteren Versuchsreihe, die weitgehend der des vorangegangenen Ab-
schnittes entsprach, der Aufbau und Ablauf der Versuche übernommen mit dem Unterschied,
dass das Rehydriermedium keine Ionen, sondern nur Saccharose enthielt. Die Ergebnisse wur-
den denen bei einer Rehydrierung mit Salzstabilitätslösung bei entsprechenden Osmolaritäten
gegenübergestellt. Dabei zeigte sich, dass die bei der Rehydrierung mit Salzstabilitätslösung ge-
machte Beobachtung zunehmender Zellwiederfindungsraten bei abnehmender Osmolarität des
Rehydriermediums bei der Rehydrierung mit Saccharose nur in einem deutlich geringeren Aus-
maß reproduziert werden konnte (Abbildung 5.4).
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Abbildung 5.4: Einfluss der Ionenstärke des Rehydriermediums auf die Zellwie-
derfindungsrate am Beispiel der Rehydrierung mit Salzstabilitätslösung und Sac-
charose (Mittelwert ± Standardabweichung; N=3)
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Eine genauere Untersuchung des osmotischen Verhaltens anhand der osmotischen Resistenz der
in ionenfreiem Medium rehydrierten Erythrozyten unterblieb, nachdem sich zeigte, dass auch
diese in destilliertem Wasser nicht lysierten.
Es bleibt damit festzuhalten, dass sich die Rehydrierung mit ionenfreiem Medium positiv auf
die Zellwiederfindungsrate auswirkt, dass aber ein Einfluss auf das osmotische Verhalten nicht
nachzuweisen war.
5.2.2 Größenabschätzung der Membran-Leckagen
Das Verhalten der gefriergetrockneten Erythrozyten im Rahmen der Untersuchungen ihrer osmo-
tischen Eigenschaften legte den Verdacht nahe, dass im Verlaufe des Gefriertrocknungsprozesses
Poren in den Membranen der Zellen entstehen. Da es aus technischen Gründen nicht möglich
war, ihre Größe exakt zu vermessen, wurde versucht, wenigstens eine grobe Abschätzung zu
erreichen. Das diesen Versuchen zugrunde liegende Prinzip ist der Nachweis unterschiedlich
großer Substanzen im extrazellulären Bereich, die nur aus dem Intrazellulärraum stammen kön-
nen. Dafür boten sich der Nachweis von Kalium zur unteren Abschätzung, der Nachweis von
Purin-Nukleotiden und der Nachweis von Hämoglobin als obere Abschätzung der Porengröße
an, nicht zuletzt auch deshalb, weil Nachweismethoden bereits etabliert oder relativ leicht einzu-
richten waren.
Durchlässigkeit der Membran rehydrierter Erythrozyten für Kalium
Die Bestimmung des Kaliums geschah, wie in Abschnitt 4.3.3 beschrieben, aus unterschiedlich
präparierten gefriergetrockneten und rehydrierten Erythrozyten. Tabelle 5.2 gibt die Ergebnisse
wieder. Es zeigt sich, dass die Zellen, die in dem NaCl-Medium inkubiert wurden, kaum Ka-
lium enthalten, unabhängig von einer Rehydrierung mit einem kaliumhaltigen oder mit einem
kaliumfreien Medium. Obwohl die Erythrozyten, welche in der KCl-Lösung inkubiert wurden,
eine deutlich höhere intrazelluläre Kaliumkonzentration aufwiesen als die in NaCl inkubierten,
liegt auch diese Konzentration deutlich unterhalb des Normwertes von ca. 15,48 mmol K+/mmol
HGB [Vad].
Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die gefriergetrockneten Erythrozyten ihr intrazelluläres
Kalium verlieren und somit die Membran für Kalium passierbar ist.
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Tabelle 5.2: Kaliumgehalt der gefriergetrockneten Erythrozyten im Verhältnis zum Hämoglobingehalt
Kaliumgehalt gefriergetrockneter Erythrozyten [mmol K+/mmol HGB]
Inkubiert in K+-haltigem Rehydriermedium K+-freiem Rehydriermedium
150 mmol KCl 1,15 0,95
150 mmol NaCl 0,01 0,02
Durchlässigkeit der Membran rehydrierter Erythrozyten für Purin-Nukleotide
Größer als das Kation Kalium sind die Purin-Nukleotide. Im Erythrozyten finden sich vornehm-
lich die Derivate ATP, ADP und AMP sowie NAD, FAD und NADP. Das Spektrum der Purin-
Nukleotide zeigt im ultravioletten Bereich, bei ca. 260 nm, bei den einzelnen Derivaten nur leicht
abweichend, ein charakteristisches Maximum (siehe Abbildung 5.5(links)).
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Abbildung 5.5: AMP-Spektrum als Beispiel eines Purin-Nukleotid-Spektrums
(links, nach [AMP]), rechts Mischspektrum nativer Erythrozyten im Vergleich zu
gefriergetrocknet und rehydrierten Erythrozyten
Wie in Abschnitt 4.3.4 beschrieben, wurde zunächst ein Referenzspektrum aus dem Hämolysat
nativer Erythrozyten aufgenommen und anschließend das aus gefriergetrockneten Erythrozyten
gewonnene Purin-Nukleotid-Spektrum dargestellt (siehe Abbildung 5.5 (rechts)).
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Das aus den nativen Zellen gewonnene Spektrum zeigt deutlich das erwartete Maximum, auch
wenn es in seiner Lage und Breite der Basis nicht exakt dem Vergleichsspektrum von AMP
entspricht. Der Grund dafür ist, dass es sich um ein Mischspektrum, nicht um das einer Einzel-
substanz handelt. Des Weiteren lässt sich aus dem Diagramm entnehmen, dass das purinspezifi-
sche Maximum bei den gefriergetrockneten Zellen nicht nachzuweisen ist, dass also von einem
Verlust der Purinverbindungen im Laufe des Präparationsvorganges ausgegangen werden muss.
Durchlässigkeit der Membran rehydrierter Erythrozyten für Hämoglobin
Eine Aussage über die Penetrationsfähigkeit des Hämoglobins durch die Membran der gefrier-
getrockneten Erythrozyten ließ sich leicht aus den üblichen Bestimmungen der Salzstabilität er-
zielen. Nachdem diese bei gewaschenen gefriergetrockneten Zellen auch nach 3 h noch bei 98 %
liegt, kann davon ausgegangen werden, dass das Hämoglobin die Zellen nicht verlassen kann,
die Löcher also kleiner als das Hämoglobinmolekül sein müssen.
5.2.3 Einfluss von Triton X-100
Im Verlauf der vorangegangenen Untersuchungen wurde deutlich, dass die insbesondere bei der
Messung der Zellwiederfindungsrate zugrunde gelegte Prämisse, Triton X-100 sei in der Lage,
alle Zellen im „Gesamt“-Ansatz zu lysieren (siehe Abschnitt 4.3.1), nicht haltbar war, wenn die
Zellen vor der Tritonzugabe längere Zeit in einem 37◦ C warmen Wasserbad inkubiert wurden.
Vielmehr blieb auch nach der Zugabe von Triton eine Trübung erkennbar, die, wie sich licht-
mikroskopisch bestätigen ließ, auf das Vorhandensein von Zellen zurückzuführen war. Es muss
jedoch betont werden, dass sich die Resistenz gegen Triton X-100 erst nach einer längeren Inku-
bation ausbildete und sich die Erythrozyten unmittelbar nach der Rehydrierung vollständig ly-
sieren ließen. Dies führte bei photometrischen Untersuchungen im zeitlichen Verlauf zunehmend
zur Verfälschung der Messwerte nach oben. Ziel der folgenden Versuchsreihe war es, dieses Phä-
nomen genauer zu beschreiben.
Die lichtmikroskopische Aufnahmen gefriergetrockneter und rehydrierter Erythrozyten nach ei-
ner Inkubation und anschließender Behandlung mit Triton X-100 zeigten das Vorhandensein
ganzer Zellen. Diese erschienen nach Triton X-100 Zusatz im Vergleich zu gefriergetrockneten
und rehydrierten Erythrozyten ohne Tritonbehandlung kaum verändert (siehe Abbildung 5.6).
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Abbildung 5.6: Gefriergetrocknete und rehydrierte Erythrozyten nach einstündi-
ger Inkubation (oben) und nach anschließender Behandlung mit Triton X-100 (un-
ten)
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Zeitabhängige Resistenzentwicklung gefriergetrocknete Erythrozyten gegen Triton X-100
Zur genaueren Beschreibung der oben dargestellten zunehmenden Unempfindlichkeit der ge-
friergetrockneten und rehydrierten Erythrozyten gegenüber Triton X-100 (siehe Abschnitt 5.2.3)
wurde die Zellwiederfindungsrate rehydrierter Erythrozyten über einen Zeitraum von drei Stun-
den halbstündlich bestimmt. Des Weiteren wurde versucht, in einer weiteren Probe eine maxima-
le Hämolysierbarkeit durch Triton X-100 zu erreichen, indem diese Zellen über einen längeren
Zeitraum einer etwas höheren Tritonkonzentration ausgesetzt wurden (siehe Abschnitt 4.3.5).
Anschließend wurden diese Proben scharf zentrifugiert, womit das in den für die Trübung verant-
wortlichen nicht lysierbaren Korpuskeln befindliche Hämoglobin entfernt wurde. Die Messdaten
sind in Tabelle 5.3 wiedergegeben.
Tabelle 5.3: Abnahme der Lysierbarkeit rehydriert inkubierter gefriergetrockneter Erythrozyten
durch Triton X-100. Die Zellwiederfindungsrate nimmt bedingt durch die Zunahme der Extinktion
EGesamt zu, gleichzeitig nimmt die Hämolysierbarkeit der Erythrozyten durch Triton X-100 ab.
EGesamt = Extinktion des Gesamt-Ansatzes; EÜberstand = Extinktion des Überstandes;
ETriton = Extinktion der mit Triton behandelten Probe, N = 5
Zeit [min] EÜberstand EGesamt
Zellwiederfin-
dungsrate [%] ETriton
Hämolyse [%]
mit Triton
0 0,695 1,459 52,35 1,462 100
30 0,689 1,705 59,59 1,217 83,24
60 0,715 1,697 57,84 1,013 69,28
90 0,689 1,803 61,82 0,789 53,96
120 0,724 1,921 62,34 0,726 49,65
180 0,724 1,959 63,03 0,725 49,58
Tabelle 5.3 zeigt in Spalte 2 die Extinktion des Überstandes. Hier ist zum Zeitpunkt 0 min die
Extinktion des Hämoglobins erfasst, welches im Zuge des Gefriertrocknungsprozesses durch
Zelllysen freigesetzt wurde. Die annähernde Konstanz dieses Wertes während des gesamten
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Untersuchungszeitraumes zeigt das es nicht zu spontanen Lysen der rehydrierten Erythrozyten
kommt. Mit der Zunahme der Extinktion in Spalte 2, aufgrund der Trübung durch nicht lysierte
Zellen steigt scheinbar auch die „Zellwiederfindungsrate“ in Spalte 4. Die in Spalte 5 sichtba-
re Abnahme der Extinktion illustriert, dass immer weniger Zellen durch Triton X-100 lysiert
werden können und somit immer mehr Hämoglobin mit den korpuskulären Bestandteilen durch
die Zentrifugation entfernt wird. Schon nach 120 min entspricht die Extinktion des Überstandes
EÜberstand der Extinktion der mit Triton X-100 behandelten Zellen ETriton, hier wird also durch
Triton X-100 kein weiteres Hämoglobin mehr aus den rehydrierten Erythrozyten freigesetzt. In
Spalte sechs ist die durch Triton X-100 erreichbare Hämolyse, ausgehend von einer vollständigen
Hämolyse zum Zeitpunkt 0 min wiedergegeben. Dies ließ sich sowohl makroskopisch durch das
Klarwerden der Zellsuspension nach Tritonzusatz als auch lichtmikroskopisch durch das Feh-
len von Erythrozyten in der resultierenden Lösung bestätigen. Mit etwa 50 % erreicht sie die
Größenordnung der tatsächlichen Zellwiederfindungsrate zum Zeitpunkt 0. Auch dies zeigt, dass
nach einer 120-minütigen Inkubation keine Zellen mehr durch Triton X-100 lysiert werden. Für
die praktische Arbeit mit den gefriergetrockneten Erythrozyten hat diese Beobachtung weitrei-
chende Konsequenzen, insbesondere wenn es sich um zeitabhängige Experimente handelt. Durch
das Vorhandensein nicht lysierter Zellen in den für photometrische Untersuchungen bestimmten
Proben kommt es dort zu einer Streuung an den Korpuskeln. Dies führt zu überhöhten, artefakt-
belasteten Extinktionen.
Lysierbarkeit gefriergetrockneter Erythrozyten durch SDS
Untersuchungen zur Lysierbarkeit gefriergetrockneter und rehydriert inkubierter Erythrozyten
mit Natrium-Dodecylsulfat (SDS) zeigten eine Empfindlichkeit der Zellen gegenüber diesem
Detergens, auch nach einer 4-stündigen Inkubation bei 37◦ C. Nach der Zugabe von SDS resul-
tierte sofort eine klare und auch lichtmikroskopisch zellfreie Lösung.
Gelelektrophoresen
Da die gefriergetrockneten und rehydriert bei 37◦ C inkubierten Erythrozyten zunehmend re-
sistent gegen die ihre Membran zerstörenden Einflüsse von Triton X-100 wurden, stellte sich
die Frage, ob es sich bei den im Mikroskop sichtbaren zellähnlichen Strukturen (siehe auch
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Abbildung 5.6) tatsächlich um Erythrozyten oder um unlöslich gewordenes, kristallisiertes Hä-
moglobin handelte. Dieses würde sich im Mikroskop als Positivabformung der Zellen darstellen
und die Solubilisierung der Membran durch Triton X-100 verschleiern. Zur Klärung wurde eine
SDS-PAGE der Erythrozyten vor und nach einer Inkubation und nachfolgenden Triton X-100
Behandlung angefertigt, als Standard wurden native Erythrozyten mitgeführt.
Auf dem Gel (siehe Abbildung 5.7) lassen sich in der ersten Spalte die Markerproteine erkennen,
daneben native Erythrozyten, gefriergetrocknete Erythrozyten und nach der Rehydrierung für
eine Stunde bei 37◦ C inkubierte und anschließend mit Triton behandelte Erythrozyten (siehe
auch Abschnitt 4.3.5).
Abbildung 5.7: SDS-PAGE nativer und gefriergetrockneter Erythrozyten: Spalte 1:
Markerproteine; Spalte 2: native Erythrozyten; Spalte 3: gefriergetrocknet und re-
hydrierte Erythrozyten, Spalte 4: gefriergetrocknete, rehydrierte und mit Triton X-
100 behandelte Erythrozyten
Ein Vergleich der Banden dieser vier Spalten lässt in Spalte zwei und drei an erster Position eine
Doppelbande erkennen, die dem Spektrin zuzuordnen ist. Es folgen die Banden von Bande-3-
Protein, Protein 4.1, Protein 4.2, Hämoglobin und die Bande der Carboanhydrase. Abgesehen
von der Spektrin-Bande, die sich deutlich schwächer darstellt, lassen sich die genannten Banden
auch bei den in der vierten Spalte gelaufenen Erythrozyten finden, welche mit Triton X-100
behandelt wurden [SDS 2000].
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Aus Abbildung 5.7 lassen sich folgende Schlüsse ziehen:
• Die Proteinmuster der nativen (Spalte 2) und der gefriergetrockneten und rehydrierten Ery-
throzyten (Spalte 3) sind weitgehend identisch, die Erythrozyten verlieren also während
der Gefriertrocknung und Rehydrierung keines der genannten Moleküle vollständig.
• Bei den mit Triton X-100 behandelten Erythrozyten lassen sich alle Banden nachweisen,
es handelt sich also nicht um reine Hämoglobinkristalle.
• In allen Spalten, in denen die Proteine gefriergetrockneter Erythrozyten aufgetrennt wur-
den, zeigen sich im Sammelgel deutlich Reste von Proteinen, die auf agglomerierte Prote-
ine zurückzuführen sind.
• Die Hämoglobinbanden der gefriergetrockneten Erythrozyten (Spalten 3 und 4) sind nicht
so scharf abgrenzbar wie bei den nativen Erythrozyten, außerdem scheint das Hämoglobin
weiter gelaufen zu sein, was eine Veränderung des Hämoglobinmoleküls im Verlauf des
Gefriertrocknungsprozesses nahelegt.
Da die Erythrozyten als ganze Zellen und nicht als Ghosts der Elektrophorese unterworfen wur-
den, kommt es durch die intrazellulären Proteine und insbesondere durch die Wechselwirkung
des Hämoglobins mit anderen Proteinen zur Ausbildung eines Schleiers, der die Schärfe der
Banden mindert. Dieser ist in den Spalten der gefriergetrockneten Erythrozyten deutlicher aus-
geprägt als in der der nativen Erythrozyten, was auf eine vermehrte Tendenz zur Agglomeration
der Proteine der gefriergetrockneten Erythrozyten schließen lässt.
5.2.4 Zusammenfassung und Erläuterungen
In diesem Kapitel wurde das osmotische Verhalten der gefriergetrockneten Erythrozyten wäh-
rend und nach der Rehydrierung untersucht sowie das Verhalten bei 37 ◦C inkubierter rehydrier-
ter Erythrozyten gegenüber dem nicht-ionischen Detergens Triton X-100 beschrieben.
Es konnte gezeigt werden, dass die Membran der gefriergetrockneten und rehydrierten Erythro-
zyten ihre osmotischen Eigenschaften verloren hat. Selbst in destilliertem Wasser blieb eine Lyse
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der Zellen aus, ein Verhalten, welches auf das Vorhandensein von Poren in der Membran hin-
weist, die keinen Aufbau transmembranärer Gradienten erlauben. Eine Schätzung ihrer Größe
ergab, dass sie selbst für Substanzen mit einem Molekulargewicht von etwa 660 Da passierbar
sind. Eine genauere Bestimmung der Größe und Anzahl dieser Poren war aus technischen Grün-
den nicht möglich.
Es ergab sich eine Abhängigkeit der Zellwiederfindungsrate von der Osmolarität des Rehydrier-
mediums in dem Sinne, dass diese mit einer Abnahme der Osmolarität des Rehydriermediums
anstieg. Ein gleichsinniger, wenn auch nicht so ausgeprägter Effekt ließ sich durch die Vermin-
derung der Ionenstärke im Rehydriermedium erzielen, auch hier stieg die Zellwiederfindungsrate
mit abnehmender Osmolarität an.
Eine weitere Eigenschaft der gefriergetrockneten Erythrozyten, die sich jedoch erst allmählich
nach der Rehydrierung entwickelt, ist die Unempfindlichkeit gegenüber dem nicht-ionischen De-
tergens Triton X-100. Dieses löst die Phospholipide aus der Membran heraus, ohne das Zytoske-
lett zu beeinträchtigen. Deshalb lässt sich mit einer SDS-PAGE zwischen einem reinen Hämoglo-
binkristall und einer von Membranproteinen umgebenen Struktur unterscheiden. Die Ergebnisse
dieser Untersuchung zeigten das Vorhandensein von Proteinen des Zytoskeletts und sprachen ge-
gen das Vorliegen reiner Hämoglobinkristalle. Ein Grund für die abnehmende Empfindlichkeit
gegenüber Triton X-100 könnte eine Agglomeration der Proteine des Zytoskeletts untereinander
und mit dem Hämoglobin sein.
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5.3 Eigenschaften des Hämoglobins
Nachdem in den vorangegangenen Untersuchungen das Augenmerk auf der Beschreibung der
durch den Gefriertrocknungsprozess bedingten Veränderungen der Membran lag, steht das Hä-
moglobin bei den folgenden Versuchen im Mittelpunkt des Interesses. Diesem lässt sich schon
mit bloßem Auge eine deutliche Braunverfärbung ansehen, die eine weitgehende Oxidation des
Hämoglobins zu Methämoglobin vermuten lässt. Da Methämoglobin keinen Sauerstoff mehr
binden kann, ist das Vorliegen des Hämoglobins als Oxyhämoglobin für die Funktion der Ery-
throzyten essentiell.
Zunächst wurde untersucht, ob sich ein Zusammenhang zwischen der Methämoglobinbildung
und dem Grad der Trocknung der Erythrozyten feststellen lässt. Daraus sollten, falls möglich,
Hinweise zur Vermeidung der Methämoglobinbildung und Verbesserung des Verfahrens hin-
sichtlich der Trocknungsdauer abgeleitet werden.
Bei den Versuchen zur Reduktion des entstandenen Methämoglobins wurden die Schwerpunkte
zum einen auf die Frage gelegt, ob es Differenzen in der Wirksamkeit unterschiedlicher Reduk-
tionsmittel gibt, zum anderen war der Einfluss verschiedener Puffer auf die Reduzierbarkeit des
Methämoglobins von Interesse.
Hinsichtlich der Reduktionsmittel fiel die Wahl auf Methylenblau und Ascorbinsäure. Beide Sub-
stanzen werden in der Klinik zur Behandlung von Methämoglobinämien eingesetzt und sind
bezüglich ihrer Wirkungsweise und Anwendung in der Literatur ausführlich dokumentiert. Au-
ßerdem würden diese Substanzen bei einer eventuellen Transfusion der gefriergetrockneten Ery-
throzyten keine Kontraindikation darstellen und aufwändige Waschschritte ersparen.
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5.3.1 Abhängigkeit der Methämoglobinentstehung vom Restfeuchtegehalt
Der genaue Zeitpunkt der Entstehung des Methämoglobins lässt sich nicht exakt angeben, eine
Eingrenzung gelang bisher nur soweit, als dass der Frierprozess offensichtlich keinen Einfluss
darauf hat. Dies ergibt sich aus zahlreichen Beobachtungen im Rahmen von Frier-Tau Versuchen
(z. B. [SPUTTEK und RAU 1992]), aber auch das Ausbleiben eines Farbwechsel, der mit einer
Methämoglobinbildung einher gehen würde zeigt, dass das Einfrieren nicht zu einer signifikanten
Methämoglobinbildung führt.
Die in Abbildung 5.8 wiedergegebenen Ergebnisse zeigen einen Zusammenhang zwischen Rest-
feuchtegehalt, Methämoglobingehalt und Zellwiederfindungsrate auf der einen, und Trocknungs-
dauer auf der anderen Seite. So verringert sich erwartungsgemäß der Restfeuchtegehalt mit zu-
nehmender Trocknungsdauer zunächst, bis er bei ca. 7 % einen stationären Endwert erreicht. Die
Zellwiederfindungsrate, ebenso wie der Methämoglobingehalt, nehmen mit zunehmender Trock-
nungsdauer geringfügig zu.
Während die Zunahme der Zellwiederfindungsrate erwünscht ist, ist die zunehmende Bildung
von Methämoglobin der Funktionsfähigkeit der Erythrozyten abträglich. Abbildung 5.8 zeigt,
dass die Zellwiederfindungsrate auch nach einer Trocknungsdauer von 720 min weiterhin signi-
fikant ansteigt (Genaueres dazu siehe Anhang A). Damit führt eine Verkürzung der Trocknungs-
dauer zwar zu einem etwas geringeren Methämoglobingehalt der Erythrozyten aber auch zu einer
deutlich geringeren Zellwiederfindungsrate.
Zur Beurteilung einer eventuellen Abhängigkeit der Methämoglobinbildung vom Trocknungs-
grad der gefriergetrockneten Erythrozyten wurden die Zellwiederfindungsraten und der Methä-
moglobingehalt gegen den Restfeuchtegehalt der gefriergetrockneten Erythrozyten aufgetragen
(Abbildung 5.8). Aus der resultierenden Punktwolke konnte keine eindeutige Abhängigkeit, we-
der der Entstehung von Methämoglobin, noch der Verbesserung der Zellwiederfindungsrate, vom
Restfeuchtegehalt abgeleitet werden.
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Abbildung 5.8: Abhängigkeit der Zellwiederfindungsrate, des Methämoglobinge-
halts und der Restfeuchte von der Trocknungsdauer (Mittelwert ± Standardabwei-
chung; N=10)
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Abbildung 5.9: Abhängigkeit der Zellwiederfindungsrate und des Methämoglobin-
gehaltes von der Restfeuchte
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5.3.2 Reduzierbarkeit von Methämoglobin mit Ascorbinsäure und Methy-
lenblau
Die Abbildungen 5.10 und 5.11 zeigen die Reduzierbarkeit des Methämoglobins mittels Ascor-
binsäure und Methylenblau jeweils im Vergleich zu nativen Erythrozyten, deren Methämoglo-
bingehalt durch den Zusatz von Natrium-Nitrit (Abschnitt 4.4.1) ebenfalls auf Ausgangskonzen-
trationen von über 90 % angehoben wurde. Es ergibt sich eine sehr gute Reduzierbarkeit des Met-
hämoglobins der nativen Erythrozyten, sowohl bei den mit Ascorbinsäure, als auch bei den mit
Methylenblau behandelten Erythrozyten. Dabei zeigt es sich, dass die Wirkung des Methylen-
blaus schneller einsetzte als die der Ascorbinsäure und dass durch die Reduktion auch innerhalb
des hier betrachteten Zeitraumes von 300 Minuten eine geringere Methämoglobinkonzentrati-
on erreicht werden konnte. Methylenblau vermochte die Konzentration des Methämoglobins auf
2–3 % zu senken, während mit Ascorbinsäure nur Werte um 10 % erreicht wurden.
Anders stellte sich das Bild bei den gefriergetrockneten Erythrozyten dar. Während der Met-
hämoglobingehalt der mit Ascorbinsäure versetzten Zellen deutlich abnahm und nach 24 h mit
den nativen Zellen vergleichbare Werte erreichte, vermochte Methylenblau keine Wirkung zu
erzielen. Auffällig war außerdem, dass der Effekt der Ascorbinsäure bei den gefriergetrockneten
Zellen wesentlich rascher einsetzte als bei den nativen Erythrozyten, dann jedoch eine deutlich
flachere Kinetik aufwies.
In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Reduzierbarkeit allein des intrazellulären Methämo-
globins geprüft (siehe Abschnitt 4.4.3). Die Ergbenisse erwiesen sich als exakt identisch mit den
Resultaten aus dem gemischten Ansatz und werden deshalb hier nicht weiter dargestellt.
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Abbildung 5.10: Reduktion von Methämoglobin mit Ascorbinsäure; Vergleich
nativer und gefriergetrockneter Erythrozyten (Mittelwert ± Standardabweichung;
N=15)
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Abbildung 5.11: Reduktion von Methämoglobin mit Methylenblau; Vergleich na-
tiver und gefriergetrockneter Erythrozyten (Mittelwert ± Standardabweichung;
N=15)
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5.3.3 Einfluss des Rehydriermediums
Da sowohl Ascorbinsäure als auch Methylenblau zur vollständigen und zügigen Reduktion von
Methämoglobin auf einen funktionierenden Stoffwechsel angewiesen sind, wurde untersucht,
ob durch Rehydrierung mit einem Rehydriermedium, das energiereiche Komponenten des Ery-
throzytenstoffwechsels enthält and die Kinetik der Methämoglobinreduktion beeinflusst wer-
den kann. In dieser Versuchsreihe wurden also die gefriergetrockneten Zellen im Gegensatz zu
dem sonst üblichen Verfahren mit einem Rehydriermedium nach [GOODRICH JR. et al. 1995]
(„Basis-Puffer“) rehydriert. Dieser enthielt neben einigen Elektrolyten auch Adenin, Inosin und
Nicotinsäure sowie Glutathion (genaue Zusammensetzung der Rehydriermedien siehe Anhang
B). Dabei handelt es sich um Substanzen, die zu einer Beschleunigung der Stoffwechselleistung
führen.
Mit einem Blick auf die in den Abbildungen 5.12 und 5.13 dargestellten Resultate dieser Ver-
suchsreihe lässt sich konstatieren, dass ein signifikanter Effekt ausblieb.
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Abbildung 5.12: Einfluss unterschiedlicher Puffer auf die Reduzierbarkeit von
Methämoglobin mit Methylenblau (Mittelwert ± Standardabweichung; N=15)
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Abbildung 5.13: Einfluss unterschiedlicher Puffer auf die Reduzierbarkeit von
Methämoglobin durch Ascorbinsäure (Mittelwert ± Standardabweichung; N=15)
5.3.4 Zusammenfassung und Erläuterungen
Die Oxidation des Hämoglobins zu Methämoglobin während der Gefriertrocknung ist ein be-
kanntes Phänomen. Sie geschieht während der Trocknungsphase. Dieser Prozess setzt sich, wenn
eine Lagerung unter Sauerstoffabschluss nicht möglich ist, auch in dem bereits getrockneten Gut
fort.
Zunächst wurde versucht, die Methämoglobinentstehung zu verringern. Dazu wurde die Abhän-
gigkeit des Methämoglobingehaltes der gefriergetrockneten und rehydrierten Erythrozyten von
der Trocknungsdauer und dem Restfeuchtegehalt des Gefriertrockengutes ermittelt. Es sollte so
eine Trocknungsdauer bestimmt werden, bei welcher bei ausreichender Trocknung möglichst
hohe Zellwiederfindungsraten und ein möglichst geringer Methämoglobingehalt vorliegen. Dies
gelang nicht, da für die Anhebung der Glasübergangstemperatur des Gefriertrockengutes auf
Raumtemperatur eine Mindesttrocknungszeit vorgegeben war. Anderenfalls käme es mit Ent-
nahme der Erythrozyten aus der Gefriertrocknungsanlage zu einem Kollabieren der Erythrozy-
ten. Mit Erreichen des nötigen Trocknungsgrades war jedoch die Methämoglobinkonzentration
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bereits auf etwa 50 % angestiegen und nahm im Verlauf der weiteren Trocknung in gleichem
Maße wie die Zellwiederfindungsrate zu.
Eine Methämoglobinkonzentration um 50 % im Anschluss an die Gefriertrocknung entspricht
den in der Literatur angegebenen Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen [LABRUDE et al. 1984,
LABRUDE et al. 1987, GOODRICH JR. et al. 1995]. Der Anstieg des Methämoglobingehaltes auf
die im Vorhergehenden angegebenen 90 % geschieht also im Laufe der Lagerung innerhalb ei-
niger Tage. Ursächlich dafür ist wohl, dass eine Lagerung der gefriergetrockneten Proben unter
Luftabschluss nicht möglich war.
Da ein Einstellen der Methämoglobinkonzentration der nativen Erythrozyten auf etwa 50 % nicht
sauber möglich war, eine Einstellung auf etwa 90 % jedoch ohne große Ungenauigkeiten zu errei-
chen war, wurden die in diesem Kapitel wiedergegebenen Versuche zur Reduktion des Methämo-
globins erst bei einer Methämoglobinkonzentration von 90 % durchgeführt, um eine einheitliche
Ausgangssituation zu schaffen. Dies findet seine Berechtigung in der Tatsache, dass sich sowohl
die Kinetik, als auch die erreichbaren Methämoglobinkonzentrationen nicht änderten, wenn die
Erythrozyten direkt nach Entnahme aus der Gefriertrockenanlage auf die Reduzierbarkeit hin
untersucht wurden.
Da diese Experimente keine zufriedenstellenden Resultate erbrachten, wurde die Wirksamkeit
von Ascorbinsäure und Methylenblau als Reduktionsmittel untersucht. Es ließ sich bestätigen,
dass beide Substanzen das Methämoglobin nativer Erythrozyten wirkungsvoll zu reduzieren ver-
mögen. Im Gegensatz dazu war der Effekt der Ascorbinsäure bei den gefriergetrockneten Ery-
throzyten verhaltener. Die Reaktion setzte zwar bei diesen schneller ein, die Methämoglobin-
konzentration konnte jedoch nur in einem deutlich größeren Zeitintervall von 24 Stunden in dem
Ausmaß gesenkt werden, welches bei nativen Erythrozyten bereits nach 240 min erreicht war.
Eine Reduzierbarkeit des Methämoglobins gefriergetrockneter Erythrozyten mit Methylenblau
ließ sich nicht nachweisen. Die Ursache dieses Verhaltens kann in der Wirkungsweise beider
Substanzen gesehen werden. Eine vollständige und zügige Reduktion des Methämoglobins kann
bei beiden Substanzen nur erreicht werden, wenn der Stoffwechsel des Erythrozyten intakt ist.
Ascorbinsäure ist dabei auf eine Bereitstellung von NADH als Reduktionsäquivalent aus der
Glykolyse angewiesen, für die Reduktion durch Methylenblau bedarf es eines funktionierenden
Hexosemonophosphat-Wegs zur Bereitstellung von NADPH. Während für die Funktion des Me-
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thylenblaus ein intakter Stoffwechsel essentiell ist, kann eine Reduktion durch Ascorbinsäure
auch ohne den Elektronen-Carrier NADH nicht-enzymatisch stattfinden. Sie bleibt allerdings
unvollständig [WALLER et al. 1977].
5.4 Stoffwechsel gefriergetrockneter Erythrozyten
Die dritte untersuchte Komponente der Erythrozyten ist der Stoffwechsel. Ein intakter Stoff-
wechsel ist essentiell für die Funktionsfähigkeit sowohl des Hämoglobins als auch der Membran.
Ähnlich den Vorgaben in den vorangegangenen Kapiteln soll eine grobe Abschätzung der Funk-
tionsfähigkeit des Systems genügen. Diesem Zweck dient der Nachweis einer Laktat-Bildung
nach Inkubation der gefriergetrockneten Erythrozyten mit Glukose.
Die Ergebnisse (Abbildung 5.14) zeigen eine deutliche Zunahme der Laktatkonzentration in
den nativen Erythrozyten während des gesamten Beobachtungszeitraumes. Eine Zunahme um
0,4 mmol/l/h entspricht bei einem Hämatokrit von 15 % einem ∆Laktat von 2,7 mmol/l Zellen/h
und liegt damit, wie erwartet im Normbereich.
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Abbildung 5.14: Bildung von Laktat aus Glukose; Vergleich nativer und gefrierge-
trockneter Erythrozyten (Mittelwert ± Standardabweichung; N=3)
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Im Unterschied dazu fällt die Zunahme der Laktatkonzentration bei den gefriergetrockneten Ery-
throzyten sehr viel geringer aus. Bei der Interpretation dieser Ergebnisse muss außerdem beachtet
werden, dass eine Laktatkonzentration von 0,2mmol/l nahe der Nachweisgrenze und außerhalb
des Gültigkeitsbereiches dieser Nachweismethode liegt und damit stark fehlerbehaftet ist.
Dies bedeutet, dass bei den gefriergetrockneten Erythrozyten nicht mehr von einem intakten
Glukosestoffwechsel ausgegangen werden kann.
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Diskussion und Ausblick
In den vorangegangenen Kapiteln hat sich gezeigt, dass die Gefriertrocknung bei den Erythro-
zyten tiefgreifende Veränderungen hinterlässt. Es wurde festgestellt, dass die Zellen Volumen
verloren und ihre diskoide Form weitgehend eingebüßt haben. Diese Veränderungen sind so er-
heblich, dass zunächst zu klären war, ob es sich bei den im Mikroskop sichtbaren Objekten
tatsächlich um Erythrozyten und nicht viel eher um „Ghosts“ oder reine Hämoglobinaggregate
handelte. Beides ließ sich verneinen, da Hämoglobin in den Zellen eindeutig nachweisbar war
(siehe Abschnitt 5.1.2) und das Vorhandensein von Membranproteinen mittels einer SDS-PAGE
(siehe Abschnitt 5.2.3) bestätigt werden konnte. Allerdings kann in der Zusammenschau aller
im letzten Kapitel vorgestellten Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei den
Produkten des Gefriertrocknungsprozesses um Agglomerate von Hämoglobin mit Membranpro-
teinen und damit nicht mehr um Zellen im engeren Sinne handelt.
Die Frage nach dem Zeitpunkt der Schädigung ließ sich mit Hilfe der Erfahrung aus der Kryo-
konservierung von Erythrozyten und den in [RINDLER 2000] vorgestellten Resultaten eingren-
zen. Der erste Schritt der Gefriertrocknung ist die Aufbereitung der Erythrozytenkonserven. Hier
resultierten weder aus lichtmikroskopischen noch aus spektroskopischen Untersuchungen Hin-
weise auf eine Schädigung der Zellen. Auch nach der der Erstarrung zeigten sich keinerlei An-
haltspunkte für eine Schädigung, sieht man von den in Abschnitt 5.1.3 beschriebenen vereinzelt
auftretenden Ausziehungen der Membran ab.
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der in die Glasphase eingeschlossenen gefrierge-
trockneten Erythrozyten ließen auch bei diesen noch die diskoide Form und ursprüngliche Größe
erkennen. Ihre Membranen erschienen glatt und eine Endovesikelbildung war auf den Aufnah-
men nicht zu erkennen. Das Zellinnere schien zu einer homogenen amorphen Masse erstarrt
[RINDLER 2000]. Diese Beobachtungen scheinen nahe zulegen, dass der Prozessschritt mit dem
größten Schädigungspotential die Rehydrierung ist. Es sollte jedoch bedacht werden, dass Ver-
änderungen in der Ultrastruktur der Membran, die bei der Rehydrierung zu einer Fragmentozy-
tenbildung führen eventuell im Elektronenmikroskop nicht sichtbar sind. Für eine Schädigung
der Erythrozyten bereits während der eigentlichen Gefriertrocknung sprach auch die Tatsache,
dass es zu einem Farbwechsel der Proben kam, der die Bildung von Methämoglobin anzeig-
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te. Erst die rehydrierten Erythrozyten wiesen die in Abschnitt 5.1.1 geschilderten gravierenden
morphologischen Veränderungen auf.
Es bleibt festzuhalten, dass es wahrscheinlich bereits während der Trocknungsphase zu einer
nachhaltigen Schädigung der Proteine und wahrscheinlich auch der Ultrastruktur der Erythrozy-
tenmembran kommt, dass sich die morphologischen Veränderungen jedoch erst im Rahmen der
Rehydrierung vollziehen.
Der Grund für die Formveränderungen ist nicht klar, es könnte zunächst an osmotische Einflüsse
gedacht werden, in dem Sinne, dass die Zellen nach dem Rehydrieren in einem nunmehr hy-
pertonen Medium schrumpfen. Diesem Erklärungsansatz stehen jedoch die Ergebnisse des Ab-
schnitts 5.2.1 entgegen, die eine Unempfindlichkeit rehydrierter Zellen gegenüber osmotischem
Stress erkennen lassen. Richtiger ist es wohl, die Ursache in tiefer greifenden Veränderungen
zu suchen, welche Folge des Wasserentzuges sind. Zu denken wäre hier zum Beispiel an eine
Ausbildung kovalenter Verbindungen zwischen den Membranphospholipiden durch die Vermin-
derung des Abstandes zwischen ihren polaren Kopfgruppen als Folge des Wasserentzuges. Dies
würde dann zu einer Verkleinerung der Zellen führen, deren Membranen ihre Flexibilität und
Verformbarkeit verlieren würden [CROWE und CROWE 1986]. Allerdings zeigen die Resultate
aus Abschnitt 5.1.2, dass eine Schrumpfung nicht die Ursache der Größenminderung ist, dass
vielmehr der entscheidende Grund in einer Vesikel- und Fragmentozytenbildung zu sehen ist.
Auf eine mögliche, wenn auch sicher nicht alleinige Ursache durch das Übereinanderschieben
der Aluminiumplatten wurde in Abschnitt 5.1.3 bereits hingewiesen.
Veränderungen der Membran könnten auch als Begründung für das Verhalten der Zellen in hy-
potonen Medien herangezogen werden (Abschnitt 5.2.1). Die Tatsache, dass eine Lyse in hypo-
tonem Medium, ja sogar in destilliertem Wasser ausblieb, lässt sich durch das Vorhandensein
von Leckagen in der Membran erklären, die einen Ausgleich der Konzentrationsunterschiede
zwischen Intra- und Extrazellulärraum erlauben und damit der Membran die Eigenschaft der
Semipermeabilität nehmen. Dies hat für die Zelle gravierende Konsequenzen. Fehlende Konzen-
trationsgradienten über der Zellmembran machen einen geregelten Stofftransport unmöglich, mit
Auswirkungen auf den gesamten Stoffwechsel der Zelle. Aus diesen Gründen war es wichtig, das
Vorhandensein solcher Leckagen zu prüfen und eine Vorstellung von ihrer Größe zu gewinnen.
Grundlage einer groben Abschätzung der Porengröße lieferten die Ergebnisse des Abschnittes
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5.2.2. Diese zeigen, dass die Membran für Moleküle mit einem Molekulargewicht von bis zu
660 Da frei durchgängig ist (das Molekulargewicht von NAD beträgt 663,5 Da). Eine weitere Ab-
schätzung nach oben hätte die Gelelektrophorese bieten können, doch leider zeigen die Gele im
Bereich kleiner Molekülgrößen aufgrund der Überladung keine scharfen Banden, die eine genaue
Zuordnung und damit eine Aussage über das Vorhandensein oder Fehlen bestimmter Proteine er-
lauben würde. In diesem Zusammenhang sei an das im Vergleich zu den nativen Erythrozyten
schnelle Einsetzen der Methämoglobinreduktion durch Ascorbinsäure erinnert (Abschnitt 5.3.2).
Mit einem Molekulargewicht von 176,13 Da kann sie die Membran nun ungehindert passieren
und erreicht deshalb innerhalb kurzer Zeit eine wirksame Konzentration in den Erythrozyten.
Ebenfalls auf Veränderungen der Membran ist der Effekt zurückzuführen, dass sich gefrierge-
trocknete Erythrozyten nach längerer Inkubation bei 37◦ C zunehmend schlechter durch Triton
X-100 lysieren lassen. Da die Ursache dieses Effekts unklar ist, wird im Folgenden die Wirkungs-
weise von Triton X-100 kurz rekapituliert und versucht, daraus Ansätze für ein Erklärungsmodell
zu gewinnen.
Triton ist ein nicht-ionisches Detergens. Es schützt bei sehr niedrigen Konzentrationen (1 · 10−5
bis 6 · 10−5) die Erythrozytenmembran vor osmotischem Stress und Lyse. Bei zunehmenden
Tritonkonzentrationen kann es in Mizellenform mit der Membran interagieren und eine Lyse
des Erythrozyten verursachen. Während die Proteine des Zytoskeletts unbeeinträchtigt bleiben,
werden integrale Membranproteine ohne Verankerung am Zytoskelett mit den Phospholiþiden
solubilisiert [HELENIUS und SIMONS 1975].
Es kann davon ausgegangen werden, dass die verminderte Lysierbarkeit der gefriergetrockneten
Erythrozyten nicht auf eine zu geringe Konzentration von Triton zurückgeführt werden kann,
da die zugesetzte Menge unmittelbar nach Rehydrierung die Zellen lysiert. Außerdem spricht
sowohl die Zeitabhängigkeit als auch die Temperaturabhängigkeit1 für Veränderungen in der
Membran. Im Zusammenhang mit anderen Detergenzien ist bekannt, dass Agglomerationen von
Proteinen in der Membran eine Lyse dieser Zellen verhindert [BAUMANN et al. 2000]. Im Hin-
blick auf das Verhalten der gefriergetrockneten Erythrozyten wäre es vorstellbar, dass es während
1Die Verminderung der Lysierbarkeit durch Triton X-100 ließ sich mit einer Inkubation bei höheren Temperatu-
ren (40◦ C, 50◦ C) beschleunigen [RINDLER 2000]
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der Inkubation zu Agglomerationen der Membranproteine und des Hämoglobins kommt und da-
mit eine Lyse der entstehenden Korpuskel durch Triton X-100 nicht mehr möglich ist.
Neben der Membran sind jedoch auch intrazelluläre Proteine von einer Schädigung durch die
Gefriertrocknung betroffen. Hier ist die Bildung von Methämoglobin die auffälligste Verände-
rung.
Ursächlich für die Entstehung des Methämoglobins ist wahrscheinlich die Bildung von Sauer-
stoffradikalen im Zuge der Gefriertrocknung. Durch die Dehydratation des Hämoglobins wird
ein Superoxidanion aus der Verbindung des Sauerstoffs mit dem Häm-Eisen gelöst, ohne dass
ein Anion (in der Regel ein Chloridanion) oder ein Wassermolekül den Übergang des zwei-
wertigen Eisenatoms in ein dreiwertiges verhindert. Es bildet sich Methämoglobin. Auf diesen
Vorgang hat der geringe Sauerstoffpartialdruck während der Gefriertrocknung nur einen gerin-
gen Einfluss. Entscheidend ist hier der Verlust der stabilisierenden Hydrathülle des Hämoglobins
[LABRUDE et al. 1987].
Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde versucht, die Methämoglobinbildung zu verhindern, indem
aus der Erythrozytensuspension vor dem Einfrieren durch eine Begasung mit Kohlenmonoxid
der Sauerstoff entfernt und damit das gesamte Oxyhämoglobin in Carboxyhämoglobin überführt
wurde. Dieses besitzt ein zweiwertiges Eisenatom. Der erfolgreiche Austausch des Sauerstof-
fes gegen Kohlenmonoxid konnte durch die Aufnahme eines Spektrums dokumentiert werden.
Eine Verminderung der Methämoglobinbildung konnte auf diesem Wege nicht erreicht werden,
vermutlich bedingt durch die Architektur der Gefriertrocknungsanlage. Diese lässt es nicht zu,
eine Kontamination der Probe mit Luftsauerstoff auszuschließen. Aufgrund der sehr viel höheren
Affinität des Kohlenmonoxids im Vergleich zum Sauerstoff ist davon auszugehen, dass nur ein
geringer Teil des an das Hämoglobin gebundenen Kohlenmonoxids durch einen Sauerstoff aus-
getauscht wird, zumal der Zeitraum in welchem die Proben in Kontakt mit Sauerstoff kommen
sehr kurz ist. Dies lässt vermuten, dass es noch einen weiteren Mechanismus für die Entstehung
des Methämoglobins gibt.
Da somit eine Bildung des Methämoglobins nicht verhindert werden konnte, wurde das Verhält-
nis der Zellwiederfindungsrate zum Methämoglobingehalt in der letzten Phase der Trocknung
untersucht. Dies geschah im Hinblick darauf, ob sich ein Zeitpunkt erkennen lässt, der bei mög-
lichst hoher Zellwiederfindungsrate einen möglichst geringen Methämoglobingehalt aufweist.
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Die Ergebnisse aus Abschnitt 5.3.1 zeigen, dass der Methämoglobingehalt in einem ähnlichen
Maße zunimmt wie die Zellwiederfindungsrate, so dass sich hieraus kein Ansatz zur Verringe-
rung der Methämoglobinkonzentration ergab.
Weitere Ansätze zur Verminderung der Methämoglobinbildung lassen sich eventuell aus Versu-
chen zur Gefriertrocknung von Hämoglobinlösungen übernehmen. Hieraus ist bekannt, dass die
Methämoglobinbildung in sauren Lösungen (pH 5,5) deutlich geringer ausfällt als in basischen
Lösungen. Man weiß außerdem, dass die Konzentration der Hämoglobinlösung keinen Einfluss
auf die Entstehung des Methämoglobins hat [LABRUDE et al. 1984]. Aufgrund dieser Ergebnis-
se könnte durch eine Verminderung des pH-Wertes der Erythrozytensuspension innerhalb des
tolerierten Rahmens vielleicht eine Verringerung der Methämoglobinbildung erreicht werden.
In einem weiteren Untersuchungsgang wurde versucht, das oxidierte Eisenatom zu reduzieren.
Neben der bereits in Abschnitt 5.3 erwähnten Etablierung beider Substanzen im klinischen All-
tag war noch ein weiterer Grund ausschlaggebend für die Wahl von Ascorbinsäure und Methy-
lenblau als Reduktionsmittel. Aus der Aufnahme von Ascorbinsäure in die gefriergetrockneten
Erythrozyten kann eine Aussage über die Integrität der Membran und eventuell auch über das
Funktionieren des Transportsystems erwartet werden.
Betrachtet man die Ergebnisse aus Abschnitt 5.3.2 unter diesen Aspekten, lassen sich folgende
Schlüsse ziehen:
Methylenblau vermag das gebildete Methämoglobin der gefriergetrockneten Erythrozyten in
dem untersuchten Zeitraum von sechs Stunden nicht zu reduzieren. Dies mag unterschiedliche
Gründe haben, vornehmlich den Verlust von NADP bzw. NADPH über die Membranleckagen.
Da jedoch auch bei den Versuchsreihen, die sich nicht ausschließlich auf das intrazelluläre Met-
hämoglobin beschränken, sondern die Reduktion von Methämoglobin auch im Hämolysat zulas-
sen, keine Wirkung von Methylenblau festzustellen ist, ist davon auszugehen, dass eine Bereit-
stellung von NADPH über den Hexosemonophosphat-Weg nicht stattfindet. Dies kann einerseits
durch einen Funktionsverlust der Enzyme bedingt sein, andererseits muss aber bedacht werden,
dass bei einer Erschöpfung der Energiespeicher diese zunächst über eine ausschließliche Akti-
vierung der Glykolyse gefüllt werden. Aus diesem Grunde ist mit einem zeitlich verzögerten
Einsatz der Reduktion des Methämoglobins durch Methylenblau zu rechnen. Andererseits sollte
die Versuchsdauer von sechs Stunden genügen, um einen Beginn der Reduktion durch Methy-
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lenblau zu beobachten, so dass davon ausgegangen werden muss, dass die gefriergetrockneten
Erythrozyten zur Reduktion durch Methylenblau nicht mehr fähig sind.
Eine Reduktion des Methämoglobins durch Ascorbinsäure ist möglich, allerdings verläuft die
Kinetik dieser Reaktion wesentlich flacher als dies bei einer Methämoglobinreduktion in intak-
ten Zellen der Fall ist. Dies deutet darauf hin, dass es sich um eine nicht-enzymatische Reaktion
handelt und die NADH-Methämoglobin-Reduktase nicht involviert ist. Der im Vergleich zur
Methämoglobinreduktion durch Ascorbinsäure in nativen Erythrozyten schnelle Einsatz der Re-
duktion lässt sich durch die in Abschnitt 5.2.2 beschriebenen Löcher in den Membranen erklären,
denn die Ascorbinsäure mit einem Molekulargewicht von 176,13 Da kann problemlos in die Zel-
len gelangen. Auch durch den Zusatz von den Stoffwechsel unterstützenden Substraten ließ sich
die Reduzierbarkeit des Methämoglobins nicht verbessern.
In diesem Zusammenhang erscheint die Tatsache beachtenswert, dass sich das Methämoglobin
der gefriergetrockneten und rehydrierten Erythrozyten durch den Zusatz von Kaliumcyanid, wie
im Rahmen der Methämoglobinbestimmung erforderlich, zu Cyanmethämoglobin umwandelt.
Dies erfolgt unter Ausbildung des typischen Spektrums.
Mit den Beobachtungen zur Reduzierbarkeit des Methämoglobins decken sich auch die Ergeb-
nisse der Versuche zur Prüfung der Funktionsfähigkeit des Glykolysesystems. Im Vergleich zu
den nativen Erythrozyten ist die Laktatbildung der gefriergetrockneten Erythrozyten marginal,
so dass von einer starken Beeinträchtigung dieses Systems ausgegangen werden muss.
Bei den gerade angestellten Überlegungen darf allerdings nicht frühzeitig der Schluss gezogen
werden, die Enzymsysteme der Erythrozyten seien durch die Gefriertrocknung zerstört worden,
denn der Verlust von Energieträgern wie ATP, ADP und weiteren kleinen Proteinen macht eine
erfolgreiche Verstoffwechselung auch bei intakten Enzymen unmöglich.
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Zusammenfassung
In dieser Arbeit wurden die physiologischen Eigenschaften gefriergetrockneter und rehydrierter
Erythrozyten untersucht und dabei folgende Resultate erzielt:
1. Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei den im Mikroskop sichtbaren Objekten um
Zellen handelt. Diese sind von einer Membran umgeben und verlieren kein Hämoglobin.
2. Die Morphologie der gefriergetrockneten Erythrozyten ist verändert. Sie sind deutlich klei-
ner als unbehandelte Zellen und in ihrer Gestalt sehr unregelmäßig. Außerdem haben sie
größtenteils ihre bikonkave Form verloren, es kommt zu einer Bildung von Endovesikeln
und wahrscheinlich auch von Fragmentozyten.
3. Die gefriergetrockneten Erythrozyten verlieren ihre osmotischen Eigenschaften und sind
unempfindlich gegenüber einer stark hypotonen Umgebung. Ein Einfluss der Osmolarität
des Umgebungsmediums ließ sich nur bei der Rehydrierung feststellen, bei der mit ei-
ner Reduktion der Osmolarität eine Zunahme der Zellwiederfindungsrate erreicht werden
konnte.
4. Es wurde gezeigt, dass die Membran der Erythrozyten nach der Gefriertrocknung Lecka-
gen aufweist. Eine grobe Abschätzung ihrer Größe ergab, dass sie für Moleküle mit einem
Molekulargewicht von ca. 600 Da durchlässig waren, Hämoglobin mit einem Molekular-
gewicht von 64.500 Da jedoch in der Zelle verblieb.
5. Im Rahmen der Versuche wurde eine verminderte Lysierbarkeit der gefriergetrockneten
Erythrozyten mittels Triton X-100 beobachtet und diesem Phänomen nachgegangen. Dabei
ließ sich eine Zeitabhängigkeit zeigen, Ansätze zur Klärung wurden erarbeitet.
6. Da eine Oxidation des Hämoglobins zu Methämoglobin nicht vermieden werden konnte,
wurden mit Ascorbinsäure und Methylenblau zwei etablierte Reduktionsmittel zur Reduk-
tion des entstandenen Methämoglobins herangezogen. Es zeigte sich, dass eine Reduktion
mit Methylenblau nicht und mit Ascorbinsäure nur eingeschränkt möglich war.
7. Ein aktiver Stoffwechsel der gefriergetrockneten Erythrozyten konnte über die Umsetzung
von Glukose zu Laktat nicht nachgewiesen werden.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die gefriergetrockneten und rehydrierten Erythro-
zyten zwar einerseits deutlich verändert sind und zumindest teilweise ihre Funktionsfähigkeit
eingebüßt haben. Andererseits sind aber einige Ansätze sichtbar geworden, mit denen durch Ver-
änderungen im Gefriertrocknungs- und Rehydrierungsprozess nicht nur die Zellwiederfindungs-
raten, sondern auch der Zustand der Erythrozyten verbessert werden können.
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Statistische Untersuchungen
In diesem Abschnitt sollen die in Abschnitt 5.2.1 verwendeten statistischen Auswertungen erläu-
tert werden.
Zunächst galt es zu klären, ob die Zunahme der Zellwiederfindungsrate bei Abnahme der Osmo-
larität des Rehydriermediums signifikant ist. Dafür wurde das Problem auf den Vergleich zweier
aufeinanderfolgender Konzentrationen reduziert.
Bevor eine Auswertung der in Abschnitt 5.2.1 aufgeführten Ergebnisse möglich war, musste
geprüft werden, ob die zu verwendenden Tests eine Lösung des Problems ermöglichen.
Daher wurden zwei Osmolaritäten (300 mosmol und 100 mosmol) durch eine Erhöhung der
Stichprobenzahl eingehender untersucht und den statistischen Tests unterzogen.
Dafür boten sich der t-Test oder der Welch-Test an, Tests zum Vergleich zweier unabhängiger
Stichproben bei metrischen Daten.
Die Voraussetzungen für die Tests sind nach [LORENZ 1996]:
1. Es liegen Normalverteilungen N(mx; sx) und N(my; sy) vor, oder
die Verteilung weicht nicht zu stark von einer Normalverteilung ab, so dass sich bei großen
Stichprobenumfängen die Stichprobenmittelwerte einer Normalverteilung anpassen.
2. Die beiden Verteilungen haben dieselben Standardabweichungen sx = sy.
In Voraussetzung 2 unterscheiden sich t- und Welch-Test. Während sie bei Ersterem erfüllt sein
muss, verzichtet der Welch-Test auf gleiche Standardabweichungen.
Zur Verifikation der Voraussetzungen und der Entscheidung, welcher Test zum Einsatz kommt,
wurde der Stichprobenumfang bei den ausgewählten Messpunkten erheblich gesteigert.
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Einfluss der Osmolarität des Rehydriermediums auf die Zell-
wiederfindungsrate
Abschätzung der Varianzen
Im Rahmen einer neuen Versuchsreihe wurden 18 Proben mit einer 300 mosmol-aren und 8 Pro-
ben mit einer 100 mosmol-aren Lösung rehydriert (Abschnitt 4.3.1). Die Ergebnisse (Abbildung
A.1) stimmten sehr gut mit den Resultaten, nämlich einer Zunahme der Zellwiederfindungsrate
um etwa 10 % bei Rehydrierung mit 100 mosmol-arem Medium gegenüber der Rehydrierung mit
isotoner Lösung aus Abschnitt 5.2.2 überein.
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
1
Ze
llw
ie
de
rfi
nd
un
gs
ra
te
 [%
]
300 mosmol
n =18
100 mosmol
n = 8
Abbildung A.1: Zellwiederfindungsraten bei unterschiedlicher Osmolarität des
Rehydriermediums
Mit
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∑
i
(xi − x¯)2 (A.1)
ergaben sich folgende Abschätzungen der Varianzen s2300 und s2100:
s2300 = 5,962 und s2100 = 2,56 .
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Zur Entscheidungsfindung, ob die Varianzen als gleich anzusehen sind, ob also dem t-Test oder
dem Welch-Test der Vorzug gegeben werden sollte, wurde der Varianzquotienten-Test zu Rate
gezogen.
Varianzquotienten-Test
Die Hypothesen lauten
H0 : σ
2
x = σ
2
y und H1 : σ2x 6= σ2y .
Die Prüfgröße ist
F =
s2max
s2min
.
Die Freiheitsgrade ergeben sich aus
ν1 = n1 − 1 und ν2 = n2 − 1.
Der Ablehnungsbereich besteht aus allen Werten, für die F ≥ F ∗ gilt, der Nichtablehnungsbe-
reich aus allen Werten F < F ∗.
Im vorliegenden Falle ergab sich
F =
5,962
2,56
≈ 2,32 .
Bei einem kritischen Wert F ∗ = 3,47 kann die Nullhypothese H0 nicht abgelehnt werden.
Auch wenn ein Unterschied der Varianzen hier nicht gezeigt werden konnte, ist der Schluss auf
eine Gleichheit derselben aus den hier vorliegenden Ergebnissen nicht zulässig.
Aus diesem Grund wurde sicherheitshalber dem Welch-Test der Vorzug gegeben.
Welch-Test
Die Hypothesen lauten:
H0 : µx = µy; (µ300 = µ100) und H1 : µx 6= µy,
oder wenn, wie im vorliegenden Fall, die Richtung festgelegt ist,
H1 : µx < µy; (µ300 < µ100) .
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Als Prüfgröße dient
t′ =
x¯− y¯√
s2x
nx
+
s2y
ny
. (A.2)
Die Bestimmung der Freiheitsgrade macht die Berechnung einer Hilfsgröße c erforderlich:
c =
s2x
nx
s2x
nx
+
s2y
ny
. (A.3)
Hiermit lassen sich die Freiheitsgrade gemäß der Formel
ν =
1
c2
nx−1 +
(1−c)2
ny−1
(A.4)
abschätzen. Da in der Regel keine ganzen Zahlen resultieren, werden diese nach unten abgerun-
det. Mit
nx = n300 = 18 ; x¯ = 38,80 und s2x = s2300 = 5,962
sowie
ny = n100 = 8 ; y¯ = 49,88 und s2y = s2100 = 2,56
ergeben sich
t′ = −13,72 ; c = 0,50 und ν = 20,11 .
Da es sich in diesem Fall um eine einseitige Fragestellung handelt, kann mit einem Signifikanz-
niveau von α/2 gearbeitet werden.
Aus Tabellen [LORENZ 1996] kann der kritische Wert zur Ablehnung der Nullhypothese H0 für
α/2 = 0,005 bei ν = 20 Freiheitsgraden entnommen werden:
t∗20;0,005 = 2,845 .
Da H0 : µx = µy einseitig gegen die Gegenhypothese H1 : µx < µy getestet wird, besteht der
Ablehnungsbereich dieses Testes aus allen t′-Werten, für die gilt: t′ ≤ −t∗.
Es ist offensichtlich, dass dieses im vorliegenden Fall zutrifft, so dass von einer signifikanten
Zunahme der Zellwiederfindungsrate bei einer Rehydrierung mit 100 mosmol-arem gegenüber
300 mosmol-arem Medium ausgegangen werden kann.
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Weitere Osmolaritäten
Um die Aussagekraft dieser Versuchsreihe zu prüfen, wurde zunächst untersucht, ob der oben
vorgestellte Welch-Test auch bei einem Stichprobenumfang von n = 5 Signifikanz zeigt. Auf die
genaue Darstellung der Ergebnisse soll hier verzichtet werden, es sei jedoch versichert, dass dies
zutrifft.
Im Detail bedeutet das:
Vergleich 100 mosmol mit 0 mosmol:
Bei Verwendung der Gleichungen A.2, A.3 und A.4 erhält man mit den Hypothesen
H0 : µx = µy und H1 : µx < µy:
t′ = −3,817 ; c = 0,652 und ν = 7,320 ,
womit, bei einem t∗ = 3,499 die Nullhypothese H0 wegen t′ < −t∗7;0,005 abgelehnt werden muss
und von einem signifikanten Unterschied der Zellwiederfindungsraten gesprochen werden kann.
Vergleich 500 mosmol mit 300 mosmol:
Analog zu oben ergeben sich folgende Werte:
t′ = −8,814 ; c = 0, 926 und ν = 4,627 .
Auch hier lässt sich mit t∗4;0,005 = 4,604 die Nullhypothese H0 ablehnen.
Saccharose
Eine statistische Auswertung dieser Daten nach dem Welch-Test soll klären, ob eine Rehydrie-
rung mit Saccharose bei allen untersuchten Osmolaritäten der Rehydriermedien eine bessere
Zellwiederfindungsrate zur Folge hat.
Bei Verwendung der Gleichungen A.1, A.2, A.3 und A.4 aus Abschnitt A und den Hypothesen
H0 : µx = µy (µPBS = µSac) und H1 : µx < µy (µPBS < µSac)
ergeben sich folgende Resultate :
100mosmol : t′ = −2,11 ; c = 0,71 und ν = 3,39
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für ein Signifikanzniveau von α/2 = 0,05 gilt −t∗4;0,05 = −2,35, womit die Nullhypothese H0
nicht abgelehnt werden kann und kein signifikanter Unterschied zwischen einer Rehydrierung
mit PBS-Puffer und Saccharose-Lösung bei 100 mosmol vorliegt.
300mosmol : t′ = −2,88 ; c = 0,52 und ν = 3,99
mit−t∗3;0,05 = −2,13 kann hier allerdings die Nullhypothese H0 abgelehnt werden, die Differenz
ist signifikant.
500mosmol : t′ = −3,52 ; c = 0,47 und ν = 3,99
mit −t∗3;0,05 = −2,13 kann auch hier die Nullhypothese H0 abgelehnt werden, die Differenz ist
signifikant.
Demnach wirkt sich eine Rehydrierung mit Saccharose-Lösung bei hohen Osmolaritäten im Ver-
gleich zu einer Rehydrierung mit SS-Lösung positiv auf die Zellwiederfindungsraten aus. Den-
noch bleibt der Trend abnehmender Zellwiederfindungsraten bei zunehmender Osmolarität des
Rehydriermediums auch hier erhalten.
Abhängigkeit der Methämoglobinentstehung vom Restfeuchte-
gehalt
Es galt zu prüfen, ob die Zunahme der Zellwiederfindungsrate zu den Zeitpunkten 720 min und
930 min in der Versuchsreihe des Abschnitts 5.3.1 signifikant war. Wiederum findet der Welch-
Test Anwendung.
Unter Verwendung der Gleichungen A.1, A.2, A.3 und A.4 aus Abschnitt A und den Hypothesen
H0 : µx = µy (µ720 = µ930) und H1:µx<µy (µ720<µ930)
ergeben sich folgende Resultate :
t′ = −29,17 ; c = 0,55 und ν = 17,81
für ein Signifikanzniveau von α/2 = 0,005 gilt−t∗17;0,005 = −1,74, womit die Nullhypothese H0
abgelehnt werden kann und ein signifikanter Effekt vorliegt.
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Verwendete Puffer, Lösungen und Geräte
Zusammensetzung der Rehydriermedien
PBS-Puffer:
NaCl 0,13680 mol/l
KCl 0,00260 mol/l
Na2HPO4 0,00704 mol/l
NaH2PO4 0,00125 mol/l
KH2PO4 0,00146 mol/l
Aqua bidest.
Rehydriermedium nach Goodrich:
Glutathion 0,00998 mol/l
Nicotinsäure 0,00006 mol/l
Glutamin 0,00078 mol/l
Adenin 0,00500 mol/l
Inosin 0,00988 mol/l
MgCl2 0,00489 mol/l
Na2HPO4 0,01015 mol/l
KH2PO4 0,00149 mol/l
NaCl 0,03665 mol/l
Aqua bidest.
Elektrotransfer
SDS-PAGE
Lysispuffer:
Harnstoff 9,5 mol/l
Nonidet P-40 2 % (w/v)
β-Mercaptoethanol 5 % (v/v)
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Probenpuffer 2x:
Sammelgelpuffer (s.u.) 12,5 ml
Glyzerin 22,3 % (v/v) 10,0 ml
1 % Bromphenolblau 0,003 % (v/v) 1,5 ml
30 % SDS 6,0 % (w/v) 10,0 ml
Aqua bidest. ad 45 ml
PAA = Acrylamidstammlösung:
Acrylamid 30,0 % (w/v) 60,0 g
N’, N’Methylenbisacrylamid 0,8 % (w/v) 1,6 g
Aqua bidest. ad 200 ml
Trenngelpuffer:
Tris 1,5 M (w/v) 181 g
10 % SDS 0,4 % (w/v) 40,0 ml
Aqua bidest. ad 1.000 ml; pH 8,8
Sammelgelpuffer:
Tris 0,5 M (w/v) 30,25 g
10 % SDS 0,4 % (w/v) 20 ml
Aqua bidest. ad 500 ml; pH 6,8
APS = Ammoniumpersulfat:
Ammoniumpersulfat 10,0 % (w/v) 0,1 g
Aqua bidest. ad 1 ml
Laufpuffer (10x):
Tris 0,25 M (w/v) 45,5 g
Glycin 1,9 M (w/v) 216,0 g
SDS 1,0 M (w/v) 15,0 g
Aqua bidest. ad 1.500 ml
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Tabelle B.1: Präparation von PAA-Gelen
H2O PAA Trenngel- Sammelgel 10 % APS Temed Bromphenol
[ml] [ml] puffer[ml] -puffer[ml] [µl] [µl] -blau [µl]
Trenngel 13 % 15 18,82 12,7 — 468 19 20
Sammelgel 5 % 19,1 4,76 — 3,92 280 28 28
Coomassie Blau-Färbung
Färbelösung:
Coomassie Brillantblue R 250 0,1 % (w/v) 1,0 g
Methanol 50,5 % (v/v) 500 ml
Essigsäure (96 %ig) 7,5 % (v/v) 75,0 ml
Aqua bidest. ad 1.000 ml
Entfärbelösung (stark):
Methanol 50,0 % (v/v) 500 ml
Eisessig 10,0 % (v/v) 100 ml
Aqua bidest. ad 1.000 ml
Entfärbelösung (schwach):
Methanol 40,0 % (v/v) 200 ml
Eisessig 5,0 % (v/v) 25 ml
Aqua bidest. ad 500 ml
Westernblot
Blotpuffer:
Tris 25 mM (w/v) 12,1 g
Glycin 192 mM (w/v) 57,7 g
Methanol 10 % (w/v) 400 ml
Aqua bidest. ad 4000 ml
90 Anhang B Verwendete Puffer, Lösungen und Geräte
Reduktion von Methämoglobin
Methylenblaulösung:
Methylenblau 10−4 M
NaCl 0,154 M
Aqua bidest.
Glukoselösung:
Glukose 0,167 M
NaCl 0,154 M
Aqua bidest.
Geräte
Zentrifugen:
Beckmann J-6B
Beckmann GS-15
Photometer:
Beckmann DU-7400
Zentrifugenröhrchen:
Sarstedt Nr. 62.690
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